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1 UVOD 
Bakterije vrste Listeria monocytogenes so grampozitivne bakterije, ubikvitarni in patogeni 
mikroorganizmi, ki povzročajo številne izbruhe smrtno nevarne bolezni, ki se prenaša s 
hrano. Najbolj dovzetne so nosečnice in še nerojeni otroci ter ljudje z oslabljenim imunskim 
sistemom (Farber in Peterkin, 1991). Predvideva se, da se živila kontaminirajo z listerijami 
v okoljih, kjer predelujejo živila. Na teh mestih celice preživijo tako, da se pritrdijo na 
abiotske površine in enkrat (ko so že pritrjene na površino) tvorijo večcelične biofilme.  
Te strukture omogočajo odpornost na dezinfekcijska sredstva. Celice v biofilmu se odcepijo 
in tako kontaminirajo živilske proizvode (Borucki in sod., 2003). Medtem, ko planktonska 
oblika rasti predstavlja sekundarno obliko rasti, biofilmi predstavljajo primarni način rasti 
(Lerner KL in Lerner BW, 2003). Biofilmi so sestavljeni iz celic in matriksa oz. 
zunajceličnih polimernih snovi (ang. extracellular polymeric substances, EPS), ki jih 
proizvajajo mikroorganizmi. Matriks v biofilmu služi različnim namenom, in sicer: prispeva 
k adheziji, zaščiti celic pred zunanjimi dejavniki, predstavlja vir hranil in deluje kot »center 
za recikliranje«. EPS sestavljajo eksopolisaharidi, lipidi, glikolipidi, DNA in proteini 
(Flemming in Wingender, 2010). Nastanek biofilma je možno razdeliti v pet stopenj (El 
Moustaid in sod., 2013). Bakterije vrste L. monocytogenes se lahko pritrdijo in razvijejo 
biofilm na različnih površinah, kot so nerjaveče jeklo, gume, steklo, plastika, aluminij, 
porcelan, les in papir (Blackman in Frank, 1996; Beresford in sod., 2001; Beatrice in Yousef, 
2007). Na pritrditev in razvoj biofilma vplivajo različni faktorji (fizikalnokemijske lastnosti 
okolja, površina, sevi in prisotnost drugih mikroorganizmov) (Blackman in Frank, 1996; 
Briandet in sod., 1999; Norwood in Gilmour, 2001; Chavant in sod., 2002; Borucki in sod., 
2003; Gorski in sod., 2003; Moltz in Martin, 2005; Longhi in sod., 2008). Biofilmi, ki jih 
tvorijo bakterije vrste L. monocytogenes, so strukturno bolj enostavni v primerjavi z drugimi 
mikroorganizmi (Rieu in sod., 2008a). Na začetno pritrditev bakterij vrste L. monocytogenes 
na različne površine pripomorejo tudi površinski proteini in zunajcelični proteini (Renier in 
sod., 2011).  
Površinski proteini bakterij vrste L. monocytogenes spadajo v tri različne razrede, ki 
opravljajo različne funkcije in ena od teh je tudi adhezija (Bierne in Cossart, 2007). K 
adheziji prispevajo tudi proteini, ki prvotno ne sodijo med površinske proteine, ampak jih 
uvrščamo med glikolitične encime, ostale metabolne encime in molekularne šaperone. Gre 
za proteine z več funkcijami (ang. moonlight proteins, MLP). Znano je, da sodelujejo pri 
adheziji na epitelij, zunajcelični matriks, plazminogen in spreminjajo imunski odziv 
gostitelja (Wang in sod., 2014). V primeru, da želimo izboljšati preventivne ukrepe in 
zmanjšati tveganje za nastanek biofilma, je potrebno poznati mehanizem adhezije celic, kar 
nam omogoča tudi preučevanje površinskih proteinov celic.  
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1.1 CILJ NALOGE 
Cilj magistrske naloge je primerjati proteinski profil površinskih proteinov celic različnih 
sevov bakterij vrste Listeria monocytogenes v planktonski kulturi in biofilmu ter ugotoviti 
vlogo flagela pri adheziji bakterij vrste L. monocytogenes na abiotske površine. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevamo: 
 Da bo proteinski profil celic bakterij vrste L. monocytogenes v biofilmu različen od 
proteinskega profila celic v planktonski kulturi. 
 Da bo proteinski profil odvisen od seva bakterij bakterij vrste L. monocytogenes. 
 Da v primeru odsotnosti ali okvare flagela ne bo prišlo do adhezije bakterij vrste L. 
monocytogenes na abiotske površine.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIJE VRSTE Listeria monocytogenes 
2.1.1 Zgodovina 
Leta 1924 so Murray, Webb in Swann izolirali bakterijo, ki je povzročila smrt mladih 
zajčkov in dve leti pozneje podali opis bakterije ter jo poimenovali Bacterium 
monocytogenes, saj je povzročala periferno monocitozo (Murray in sod., 1926). Leta 1927 
je gospod Pirie v bližini Johannesburga, v Južni Afriki, izoliral enak organizem iz peščenih 
podgan, ki je povzročala bolezen t.i. »Tiger River disease« in poimenoval organizem 
Listerella hepatolytica v čast britanskemu kirurgu Josephu Listerju (Gray in Killinger, 
1966). Ker pa je komisija za nomenklaturo leta 1939 zavrnila ime Listerella, saj je le-to ime 
bilo uporabljeno za sluzasto plesen in morsko pražival, je leta 1940 Pirie predlagal ime rodu 
Listeria (Pirie, 1940).  
Prvi primer listerioze pri človeku je bil zapisan leta 1929 na Danskem, ko je Nyfeldt izoliral 
bakterije vrste Listeria monocytogenes iz krvi pacientov (Gray in Killinger, 1966). Vendar 
pa prva zabeležena kultura bakterij vrste L. monocytogenes sega vse do leta 1919, ko sta 
gospoda Dumont in Cotoni v Franciji izolirala bakterijo iz vojaka z meningitisom. Le-ta je 
bila shranjena več kot dvajset let v zbirki kultur na Inštitutu Pasteur preden je bila 
identificirana kot bakterija vrste L. monocytogenes (McLauchlin, 1987).  
2.1.2 Taksonomija 
Rod Listeria spada v družino Listeriaceae, red Bacillales, razred Bacilli ter v deblo 
Firmicutes (Ludwig in sod., 2009). V rodu Listeria lahko najdemo 10 vrst, in sicer: Listeria 
monocytogenes, Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, 
Listeria ivanovii, Listeria marthii, Listeria rocourtiae, Listeria fleischmannii in Listeria 
weihenstephanesis. Pred kratkim so tekom vzorčenja kmetijskih površin in naravnega okolja 
v ZDA odkrili še pet novih vrst: Listeria floridensis sp. nov., Listeria aquatica sp. nov., 
Listeria cornellensis sp. nov., Listeria riparia sp. nov. in Listeria grandensis sp. nov. Med 
patogene spadata le L. monocytogenes in L. ivanovii (Bakker in sod., 2014). 
L. monocytogenes je razdeljena v 4 evolucijske linije s svojimi serotipi. Linijo I sestavljajo 
serotipi 1/2b, 3b, 3c, 4b. Linijo II sestavljajo 1/2a, 1/2c, 3a. Linija III vsebuje serotipe 4a, 
4b, 4c. Pod linijo IV spadajo serotipe 4a, 4b in 4c. Večina izolatov teh bakterij lahko najdemo 
pod linijo I in II, ki vsebujejo serotipe kot so 1/2a, 1/2b in 4b katere lahko povežemo s 
kliničnimi primeri. Sevi linije III in IV so po drugi strani bolj redki in jih po večini lahko 
najdemo v živalih (Orsi in sod., 2011). 
2.1.3 Lastnosti 
Bakterije rodu Listeria so grampozitivne, paličaste oblike, velikost celic znaša 0,5 µm v 
premeru in 1 - 2 µm v dolžino. Celice lahko najdemo samostojne ali pa združene v majhne 
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verige oz. so urejene v V in Y obliko. Ne proizvajajo spor in prav tako ne tvorijo kapsule. 
Peritrihna postavitev flagel omogoča bakterijam, da so gibljive, in sicer pri 20 ° - 25 °C ter 
šibko oz. negibljive pri 37 °C. Kolonije na hranljivem agarju so velike od 0,2 - 0,8 µm, 
okrogle, gladke, plavkaste barve. Rastejo lahko v temperaturnem območju med 1 - 2 °C in 
45 °C ter v območju pH med 4,5 in 9,2, optimalni pH pa je 7. Listeria je zmožna rasti v 10 
% (w/v) NaCl in prav tako raste pri vrednosti aw nižji od 0,93. Je, fakultativno anaerobna, 
katalaza pozitivna in oksidaza negativna. Primarni vir ogljika in dušika predstavljata glukoza 
in glutamin (Rocourt in Buchrieser, 2007).  
2.1.4 Listerioza in prenos bakterij na živila 
Listeria je ubikvitarni mikroorganizem in jo praktično najdemo povsod v naravi. Bakterije 
vrste L. monocytogenes so bile izolirane iz prsti, vode, rastlin, odplak, živalske krme, kmetij 
in v obratih obdelave živil (Sauders in sod., 2006). Najdemo jih v veliko različnih vrst živali: 
vse od sesalcev, rib, ptičev in tudi v rakih. Vendar pa je klinična listerioza povezana 
predvsem s prežvekovalci (npr. krave, ovce, koze). Večina okužb živali poteka subklinično, 
lahko se pa spremenijo v invazivno bolezen in tako pride do epidemije (Wesley, 2007). 
Bakterije vrste L. monocytogenes najdemo tudi v prebavnem traktu zdravega človeka in 
okrog 5 - 10 % ljudi predstavlja prenašalce tega organizma (Farber in Peterkin, 1991).  
Listerioza je huda infekcijska bolezen, ki jo povzročajo bakterije vrste L. monocytogenes 
(Walls in Buchanan, 2004). V skupino patogenih spadajo tudi bakterije vrste L. ivanovii, za 
katere je veljalo, da okužijo le prežvekovalce, vendar so bili objavljeni tudi primeri okužbe 
človeka (Guillet in sod., 2010). Čeprav velja listerioza za redko bolezen, je ta vseeno zelo 
huda in ima veliko stopnjo hospitalizacije in smrtnosti. V EU so leta 2011 zabeležili 1470 
primerov okužbe, s stopnjo smrtnosti 12,7 % (EFSA, 2016), medtem ko v ZDA letno 
zabeležijo okrog 1600 primerov okužb in okrog 260 smrti zaradi listerioze (CDC, 2016). V 
Sloveniji so leta 2014 potrdili bolezen pri 18 osebah in od tega jih je 5 umrlo. Stopnja 
incidence je za leto 2014 znašala 0,87 na 100 000 prebivalcev (UHVVR, 2016). Približna 
infekcijska doza z bakterijami vrste L. monocytogenes za zdrave ljudi je 107 – 109 CFU (ang. 
Colony Forming Unit, kolonijska enota) in 105 - 107 CFU za ljudi z visokim tveganjem 
(Farber in sod., 1996). V skupino ljudi z visokim tveganjem za okužbo z listeriozo spadajo 
nosečnice, novorojenčki, ljudje starejši od 60 let in ljudje z oslabljenim imunskim sistemom 
(Bortolussi, 2008).  
Listeriozo najdemo v dveh oblikah: invazivna, pri kateri lahko pride do meningitisa, saj 
organizem prizadene sterilne dele telesa (npr. cerebralno tekočino) in ne-invazivna, 
gastrointestinalna, katera se pozdravi brez večjih zapletov pri zdravih ljudeh (Todd in 
Notermans, 2010). Začetni simptomi so podobni simptomom gripe, kot so slabost, bruhanje, 
krči, diareja in vročina. Inkubacijska doba lahko traja od 2 do 70 dni po zaužitju hrane, 
kontaminirane z bakterijami vrste L. monocytogenes. V večini primerov okužb pride zaradi 
zaužitja kontaminirane hrane in preko vertikalnega prenosa od matere na zarodek. Pri večini 
ljudeh z zdravim imunskim sistemom se bolezen pozdravi brez kakršnih hudih posledic, v 
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nekaterih primerih pa se lahko razvije huda oblika listerioze s septičnim šokom, 
meningitisom in encefalitisom. Simptomi pri nosečih ženskah so blagi, vendar je pa zato 
večje tveganje, da pride do spontanega splava ali rojstva nedonošenčka z akutno sepso 
(Bortolussi, 2008). 
Ivanek in sod. (2006) so na podlagi literature o prenosu, preživetju in razmnoževanju bakterij 
vrste L. monocytogenes postavili model, s katerim lahko ocenimo prenos bakterij in 
strategijo za zmanjšanje izpostavljenosti človeku (Slika 1).  
 
Slika 1: Prenos bakterij vrste L. monocytogenes v okolju in med gostitelji (Ivanek in sod., 2006). 
Odpadna voda, ki je po navadi kontaminirana z bakterijami vrste L. monocytogenes, se iz 
gospodinjstev, kmetij in predelovalnih obratov zlije v kanalizacijo. Bakterije v takih 
razmerah lahko preživijo in se razmnožujejo, kar pa predstavlja nek rezervoar in prevalenco. 
Odplake so sicer obdelane, vendar zaradi robustnosti bakterije, ta preživi obdelavo. 
Obdelana odpadna voda je nato spuščena v sladke vode in morje. Ribe se preko 
kontaminiranih vod zlahka okužijo z bakterijami vrste L. monocytogenes in tako 
predstavljajo vir kontaminacije v obratih predelave živil. Blato iz čistilnih naprav se tudi 
uporablja za gnojenje kmetijskih površin in če so prisotne bakterije vrste L. monocytogenes, 
lahko kontaminirajo prst in vegetacijo (tudi sadje in zelenjavo). Kontaminirana prst in 
vegetacija pa spet predstavljata vir okužbe za živali. Silaža, ki jo pridobimo iz kontaminirane 
vegetacije, tako predstavlja vir okužbe za živali, predvsem prežvekovalce, ki se hranijo z 
njo. Okužene živali lahko vrnejo bakterije vrste L. monocytogenes v okolje preko iztrebkov, 
gnojenja in odplak. Ljudje se lahko okužimo z bakterijami vrste L. monocytogenes preko 
direktnega kontakta (npr. veterinarji pri kotitvi živali), vendar gre za redke primere. Preko 
okuženih živalih lahko bakterijo prinesemo v obrate predelave živil. Bakterije vrste L. 
monocytogenes potem v teh obratih lahko navzkrižno kontaminira živila, kar predstavlja še 
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večjo nevarnost, če gre za že v naprej pripravljeno hrano, saj se bakterija lahko tam 
razmnožuje. Ljudje nato preko izločanja fecesa širijo bakterijo. Tako odpadne vode iz 
industrije, gospodinjstva in pa kmetij so spuščene v kanalizacijo ter s tem proces ponovi 
(Ivanek in sod., 2006). 
Bakterije vrste L. monocytogenes so bile izolirane iz različnih živil, kot so surove ribe, 
lupinarji, ribji proizvodi, surovo meso, perutnina, izdelki iz mesa, surova ali procesirana 
zelenjava, zoreni mehki siri, sladoled, solate, surovo ali nepasterizirano mleko, surova jajca 
(Ramaswamy in sod., 2007) in tudi iz prehranskih dopolnil (alfa-alfa tablete) (Farber in sod., 
1990). Koncentracija patogena v hrani je zelo nizka, in sicer manj kot 100 CFU/g (Auvolat 
in Besse, 2015). V obratih obdelave živil najdemo različne patogene organizme, kot so 
recimo bakterije vrste L. monocytogenes, ki uspevajo v takih okoljih ter lahko re-
kontaminirajo živila oz. produkte tekom same proizvodnje (Oliver in sod., 2005). Bakterije 
vrste L. monocytogenes imajo sposobnost, da se pritrdijo in rastejo na različnih materialih, 
ki se uporabljajo za posode, cevi, površine za rezanje in tekoče trakove v obratih predelave 
živil. Ti materiali so nerjaveče jeklo, guma in polipropilen (Beresford in sod., 2001). Tudi 
na površinah, ki niso v direktnem kontaktu s hrano, kot so talni odtoki, najdemo bakterije 
vrste L. monocytogenes. Te površine je po navadi težko očisti in razkužiti, saj so težko 
dostopne, ali pa jih preprosto zanemarijo (Ferreira in sod., 2014). Izkazalo se je, da so tudi 
roke in rokavice ljudi, ki delajo v maloprodajah ter ravnajo z živili, potencialni vir 
kontaminacije (Hoelzer in sod., 2012). Prav tako bakterije vrste L. monocytogenes tvorijo 
biofilme, tridimenzionalne večcelične strukture, na prej omenjenih površinah in ti 
predstavljajo velik problem za živilsko industrijo, saj so odporni na razkuževanje. Celice se 
odcepijo od biofilma in s tem kontaminirajo živilo ter s tem predstavljajo konstanten vir 
kontaminacije (Borucki in sod., 2003; Amalaradjou in sod., 2009).  
2.2 BIOFILM IN PLANKTONSKA KULTURA 
2.2.1 Bakterije v planktonski kulturi in razlike z biofilmi 
Bakterije v planktonski kulturi so prostoživeči, gibljivi, enocelični organizmi. Gre za 
sekundarno obliko rasti, medtem ko adhezivni način predstavlja primarni način (Lerner KL 
in Lerner BW, 2003).  
Karakteristike planktonskih bakterij so različne od tistih, ki so pritrjene. Medtem ko so celice 
v planktonski kulturi bolj ko ne v homogenem okolju, so celice v biofilmu podvržene 
heterogenemu mikrookolju (npr. različni gradienti donorjev in akceptorjev elektronov) 
(Tang in sod., 2012). Dokazali so tudi, da je razlika v metabolizmu med celicami v 
planktonski kulturi in celicami v biofilmu (Junka in sod., 2013). Prav tako se razlikujejo v 
vzorcu izražanja genov. Pri bakterijah vrste Campylobacter jejuni je izražanje genov 
različno pri planktonskih celicah, ti so usmerjeni predvsem v metabolizem, gibljivost in 
sintezo proteinov, v biofilmu pa se celice preusmerijo v prevzem železa in obrambo proti 
oksidativnem stresu (Sampathkumar in sod., 2006). Bakterije v biofilmu se razlikujejo od 
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prosto plavajočih celic tudi po tem, da proizvajajo zunajcelične polimere (ang. extracellular 
polymeric substances, EPS) (Donlan, 2002). Celice v planktonski kulturi imajo višjo stopnjo 
rasti kot celice v biofilmu (Rollet in sod., 2009) in rastejo različno hitro v različnih pogojih 
ter se tudi bolj prilagajajo na različna okolja, medtem ko se pritrjene celice slabše odzivajo 
na okoljske razmere (Lerner KL in Lerner BW, 2003). Razlog za manjšo stopnjo rasti oz. 
prekinjeno rast lahko tiči v tem, da ko so celice ujete v biofilmu, pride do pomanjkanja hranil 
in prostora, vendar se lahko pojavijo druge lastnosti, kot je odpornost na razne zunanje 
vplive. Večjo stopnjo rasti v biofilmu najdemo na zunanjih območjih biofilma (Bester in 
sod., 2005). Celice v biofilmu so bolj odporne na različna protimikrobna sredstva, antibiotike 
in imunski sistem gostitelja v primerjavi s celicami v planktonski kulturi (Davies, 2003; 
Høiby in sod., 2011).  
2.2.2 Biofilm 
Biofilm je heterogena mikrobna združba obdana z zunajceličnim polimernim matriksom, ki 
je pritrjena na abiotske ali biotske površine. Z evolucijskega in adaptacijskega vidika je 
predstavljal zaščito v težkih razmerah začetnega nastanka planeta Zemlje (ekstremne 
temperature, pH in izpostavljenost UV žarkom). Vizualne značilnosti biofilmov, ki rastejo 
v različnih razmerah, so izredno podobne, kar nakazuje na strukturno specializacijo kot 
pomembno preživitveno strategijo. Zato biofilmi, ki rastejo v hitrih vodah, tvorijo filamente, 
medtem ko v mirnih vodah najdemo biofilme s strukturo, podobno gobam. Struktura 
biofilma se spreminja tudi glede na dostopnost hranil. Tako imajo prokarionti sposobnost 
tvoriti biofilme z različno strukturo kot odgovor na različne okoljske dejavnike. Struktura 
biofilma omogoča optimalne rezmere za celične interakcije, izmenjavo genetskega 
materiala, signalnih molekul in pa tudi metabolitov (Stoodley in sod., 2004).  
2.2.2.1 Zgradba 
V biofilmu mikroorganizmi predstavljajo manj kot 10 % suhe mase, medtem ko matriks 
lahko predstavlja več kot 90 %. Matriks je sestavljen iz zunajceličnih polimernih snovi oz. 
EPS, ki jih proizvajajo organizmi sami in prispevajo k adheziji na površine ter koheziji v 
biofilmu. Ko celice v biofilmu lizirajo, sprostijo različne komponente v matriks (npr. DNA), 
ki jih le-ta zadrži in zato matriks deluje tudi kot »center za recikliranje«. Prav tako matriks 
nudi zaščito organizmov pred izsušitvijo, biocidi, antibiotikom, kovinskimi kationi, UV-
žarki, praživalmi in imunskim sistemom gostitelja. EPS je tudi vir hranil, vendar so nekatere 
komponente težko razgradljive in je za razgradnjo potreben širok spekter encimov 
(Flemming in Wingender, 2010).  
Glavni del EPS-a predstavljajo polisaharidi. Večji del eksopolisaharidov spada med 
heteropolisaharide, ki vsebujejo mešanico različnih nevtralnih in nabitih sladkorjev, nekaj 
eksopolisaharidov pa spada med homopolisaharide. Polisaharidi igrajo vlogo pri adheziji 
celic na površino, agregaciji celic, zadrževanju vode, služijo kot zaščita, predstavljajo vir 
energije in vežejo encime. Matriks biofilma vsebuje tudi veliko proteinov, ki lahko po masi 
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presegajo polisaharide. Te lahko delimo na strukturne in nestrukturne proteine. Pod 
nestrukturne proteine spadajo različni zunajcelični encimi, ki igrajo vlogo pri razgradnji 
polimerov v produkte z nizko molekulsko maso, ki jih potem organizmi lahko uporabijo kot 
vir energije in ogljika. Spet drugi encimi razgradijo EPS in s tem omogočajo odcepitev 
bakterij iz biofilma. Med strukturne proteine spadajo, proteini povezani s celično površino 
(ang. cell surface-associated) in zunajcelični proteini (imenovani lektini), ki so vključeni v 
tvorbo in stabilizacijo polisaharidnega matriksa in omogočajo povezave med bakterijsko 
površino in EPS. Druga skupina strukturnih proteinov so površinski proteini povezani z 
biofilmom (ang. biofilm associated surface protein, Bap) iz bakterij vrste Staphylococcus 
aureus in njihove različice. Te proteine najdemo na celičnih površinah in spodbujajo k 
nastanku biofilmov. V zadnjo skupino proteinov spadajo fimbriji, pili in bički, ki prav tako 
delujejo kot strukturni elementi v matriksu. Biofilmi vsebujejo tudi zunajcelično DNA, ki 
ima različno vlogo. Lahko predstavlja strukturno komponento v biofilmu in sodeluje pri 
agregaciji bakterijskih celic. Biofilm gradijo tudi EPS, ki imajo hidrofobne lastnosti. 
Lipopolisaharidi so pomembni za adhezijo bakterij na površino. Biosurfaktanti imajo 
protibakterijske in protiglivne lastnosti in so pomembni predvsem pri adheziji in ločitvi 
bakterij od oljnih kapljic. EPS predstavlja zelo hidrirano okolje, saj velik delež v matriksu 
predstavlja voda, zato se tudi biofilmi počasneje sušijo kot okolica. Večina EPS v biofilmu 
so higroskopske narave, kar pomeni da lahko zadržijo vodo entropično in ne preko posebnih 
mehanizmom vezave. EPS lahko deluje tudi kot sito in zadrži različne anione, katione, 
nepolarne komponente in druge delce iz vodne faze (Flemming in Wingender, 2010).  
2.2.2.2 Nastanek biofilma 
Nastanek biofilma razdelimo v pet stopenj. V prvi stopnji prosto plavajoče (planktonske) 
celice naletijo na površino in se reverzibilno pritrdijo na njo (El Moustaid in sod., 2013). 
Različne fizikalne, kemijske in biološke interakcije olajšajo adhezijo na površino (Renner in 
Weibel, 2011).  
V začetni fazi pritrditve celic na površino se te pritrdijo preko fizikalnih sil, kot so Brownovo 
gibanje, van der Waalsove sile, gravitacijske sile, elekstrostatske in hidrofobne interakcije. 
Te interakcije so klasificirane kot »interakcije dolgega dosega« in »interakcije kratkega 
dosega«. V primeru »dolgega dosega« govorimo o nespecifičnih interakcijah in o razdalji 
med celico in površino, ki je večja kot 50 nm. Pri interakcijah »kratkega dosega« je razdalja 
manjša od 5 nm in vključuje vodikove vezi, ionske in dipolne interakcije ter hidrofobne 
interakcije. Obe vrsti interakcij sta pomembni pri začetni bakterijski adheziji na površino 
(Armentano in sod., 2014). V drugi stopnji oz. v zadnji fazi pritrditve, se bakterijske celice 
ireverzibilno pritrdijo na površje. V tej stopnji polimerne strukture (kapsule, fimbriji ali pili) 
na površini celice prispevajo k čvrsti pritrditvi bakterij na površino (Renner in Weibel, 2011; 
Armentano in sod., 2014). V tretjem koraku se celice, ki so se pritrdile na površino, 
razmnožujejo in rastejo ter tvorijo mikrokolonije. Te bakterije producirajo EPS in s tem 
omogočajo, da se pritrdijo tudi druge celice. Kemijsko signaliziranje med celicami, kot je 
denimo zaznavanje celične gostote (ang. quorum sensing, QS), stimulira tvorbo in izločanje 
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EPS-a. Prav tako pa s tvorbo EPS tvorijo fizično bariero med združbo in zunanjim okoljem. 
V naslednji stopnji razvoja govorimo o sekundarni dozoritveni fazi, kjer mikrokolonije 
zrastejo v tri-dimenzionalne strukture in dozorijo v zrel biofilm. Ko biofilm enkrat dozori, 
se nekaj celic v biofilmu odcepi in sprosti v okolje ter začne se nov krog nastanka biofilma 
(Renner in Weibel, 2011; El Moustaid in sod., 2013; Armentano in sod., 2014). 
2.2.3 Biofilmi bakterij vrste L. monocytogenes 
Bakterije vrste L. monocytogenes so se zmožne pritrditi in tvoriti biofilme na številnih 
abiotskih površinah: nerjaveče jeklo, gume, steklo, plastika, aluminij, porcelan, les in papir 
(Blackman in Frank, 1996; Beresford in sod., 2001; Beatrice in Yousef, 2007). Posledično 
so površine opreme, tekoči trakovi, talna tesnila in odtoki v obratih predelave hrane 
potencialni vir kontaminacije hrane (Beatrice in Yousef, 2007). Na pritrditev bakterij na 
površino vplivajo fizikalnokemijske lastnosti okolja (temperatura, rastni medij), površina 
(hidrofobnost), sevi in prisotnost drugih mikroorganizmov (Blackman in Frank, 1996; 
Briandet in sod., 1999; Norwood in Gilmour, 2001; Chavant in sod., 2002; Borucki in sod., 
2003; Gorski in sod., 2003; Moltz in Martin, 2005; Longhi in sod., 2008). Tresse in sod. 
(2007) so dokazali, da se sevi bakterij vrste L. monocytogenes, izolirani iz industrijskih 
obratov, bolje pritrdijo na inertne površine kot klinični sevi ter da se sporadični sevi bolje 
pritrdijo od epidemičnih.  
Biofilmi, ki jih tvorijo bakterije vrste L. monocytogenes, so preprosti in se razlikujejo od 
ostalih organizmov, kot so npr. bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa. Kot je razvidno s 
slike 2A, biofilmi, ki jih tvorijo bakterije vrste L. monocytogenes, imajo obliko satovja. Ti 
vsebujejo plasti kohezivnih celic, ki tvorijo votle praznine s premeri od 5 do 50 µm. Luknje, 
ki gredo skozi biofilme, najverjetneje služijo kot kanali za transport vode, hranil in odpadkov 
(Marsh in sod., 2003; Rieu in sod., 2008a; Guilbaud in sod., 2015). Obliko satovja pa so 
opisali tudi za bakterije vrste Staphylococcus epidermidis (Schaudinn in sod., 2007) in 
bakterije vrste Staphylococcus aureus (Bridier in sod., 2010). 
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Slika 2: Mikroskopske slike biofilmov, ki so jih tvorile gibljive bakterije vrste L. monocytogenes. Oznake: A) 
Površina pridobljena iz serij konfokalnih slik z uporabo programske opreme IMARIS (zeleno barvanje s Syto 
9); B) SEM slika pri 1,5 × 10^4 povečavi. Merilo: bela črta 30 μm in rumene črta do 2 μm (Guilbaud in sod., 
2015). 
Guilbaud in sod. (2015) so dokazali, da mutante, ki niso imele flagela, so tvorile ravne, 
nestrukturirane biofilme (Slika 3). Ti rezultati nakazujejo, da flagel lahko igra ključno vlogo 
pri kompleksnosti biofilma bakterij vrste L. monocytogenes (Guilbaud in sod., 2015). 
 
Slika 3: Mikroskopske slike biofilmov, ki so jih tvorile negibljive mutante bakterije vrste L. monocytogenes. 
Oznake: A) Površina pridobljena iz serij konfokalnih slik z uporabo programske opreme IMARIS (zeleno 
barvanje s Syto 9); B) SEM slika pri 1,5 × 10^4 povečavi. Merilo: bela črta 30 μm in rumene črta do 2 μm 
(Guilbaud in sod., 2015). 
Po navadi biofilme sestavlja več različnih vrst mikroorganizmov. Študija, ki so jo izvedli 
Bremer in sod. (2001), je pokazala, da so bakterije vrste L. monocytogenes v prisotnosti 
bakterij vrste Flavobacterium spp. tvorile močnejše biofilme, kot če bi rastle monokulturno. 
V prisotnosti bakterij vrste Staphylococcus aureus so bakterije vrste L. monocytogenes 
tvorile močnejše biofilme (Rieu in sod., 2008b). Tudi prisotnost bakterij vrste Kocuria 
varians izboljša tvorbo biofilmov bakterij vrste L. monocytogenes (Midelet in sod., 2006). 
Van der Veen in Abee (2011) sta dokazala, da prisotnost bakterij vrste Lactobacillus 
plantarum v biofilmu poveča odpornost bakteriji vrste L.monocytogenes na dezinfekcijska 
sredstva v primerjavi z monokulturnim biofilmom. A kljub temu vsi odnosi z drugimi 
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mikroorganizmi ne doprinesejo koristi bakterijam vrste L. monocytogenes pri tvorbi 
biofilmov. Bakterije vrste Staphylococcus sciuri zavirajo tvorbo biofilmov bakterij vrste L. 
monocytogenes s tem, ko tekmujejo za hranila in površino za rast (Leriche in Crpentier, 
2000).  
Za razvoj biofilma in njegovo zorenje so potrebni kompleksni celični mehanizmi, ki 
vključujejo koordinirano regulacijo izražanja genov preko medcelične komunikacije. Eden 
od teh medceličnih komunikacij je QS (Renier in sod., 2011). Gre za mehanizem, kjer 
bakterije izločajo signalne molekule, ki jih nato zaznajo celice, ki so v bližini. Ko se 
molekule vežejo na ustrezne receptorje, sprožijo izražanja genov (Waters in Bassler, 2005). 
Bakterije vrste L. monocytogenes imajo dva tipa sistema QS (Garmyn in sod., 2009; Riedel 
in sod., 2009; Renier in sod., 2011). Bakterije vrste L. monocytogenes za razliko od bakterij 
vrste Pseudomonas spp. in bakterij rodu Staphylococcus kot močnih tvorcev biofilma, 
proizvedejo malo EPS. Eksopolisaharidi, ki predstavlja glavno komponento matriksa v 
številnih biofilmih, pri bakterijah vrste L. monocytogenes predstavljajo točko spora glede 
njihove prisotnosti ter njihove vloge (Renier in sod., 2011). Nekaj študij je s pomočjo 
kolorimetrične tehnike (barvanje z barvilom rutenij rdeče) pokazalo prisotnost 
eksopolisaharidov v biofilmu (Borucki in sod., 2003; Zameer in sod., 2010). Problem te 
metode je, da se barvilo veže tudi na ogljikove hidrate na površini celic (peptidoglikan, 
teihoična kislina), ki pa nista povezana z eksopolisaharidi (Renier in sod., 2011). Brauge in 
sod. (2015) so identificirali teihoično kislino kot topni ogljikov hidrat, ki predstavlja glavni 
polisaharid v biofilmu in je strukturno identična tisti v celični steni, medtem ko Guilbaud in 
sod. (2015) v svoji raziskavi niso zaznali kakršnih koli polisaharidov v biofilmih bakterij 
vrste L. monocytogenes. Zunajcelična DNA ima pomembno vlogo v biofilmu. Harmsen in 
sod. (2010) so pokazali, da zunajcelična DNA sodeluje pri začetni adheziji bakterij vrste L. 
monocytogenes in v začetnih stopnjah tvorbe biofilma. Ob dodatku DNA-aze I se je 
zmanjšala celična pritrditev in posledično se je zmanjšala tudi tvorba biofilmov (Harmsen 
in sod., 2010). Na začetno pritrditev bakterij vrste L. monocytogenes na različne površine 
pripomorejo tudi površinski proteini in zunajcelični proteini (Renier in sod., 2011).  
2.3 POVRŠINSKI PROTEINI BAKTERIJ VRSTE L. monocytogenes  
2.3.1 Razredi površinskih proteinov  
V celičnih stenah grampozitivnih bakterij je veliko proteinov z različno funkcijo. Njihovo 
število in funkcije so odvisne od vrste in tudi seva (Navarre in Schneewind, 1999). 
Površinske proteine pri bakterijah vrste L. monocytogenes uvrščamo v 3 glavne skupine: 
 Proteini, ki so kovalentno vezani na peptidoglikan (ti proteini vsebujejo motiv 
LPXTG in NXXTX). LPXTG proteini vsebujejo signal za razvrščanje na C koncu (t.i. 
signal LPXTG), ki omogoča kovalentno pritrditev na peptidoglikan. Za tem sledi 
hidrofobna domena iz 20-aminokislin in rep s pozitivno nabitimi aminokislinami. Signal 
za razvrščanje je substrat za encim sortaza (transpeptidaza vezana v membrano), ki cepi 
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vez med treoninom in glicinom ter katalizira tvorbo peptidne vezi med treoninom in 
prekurzorji celične stene. Motiv LPXTG najdemo v več kot 100 različnih površinskih 
proteinih. Najbolj znan in preučen LPXTG protein, ki vsebuje tudi motiv LRR, je 
internalin A (InlA) (Popowska in Markiewicz, 2004; Bierne in Cossart, 2007).  
 Proteini, ki so ne-kovaletno vezani na celično steno (ti proteini vsebujejo GW, WxL, 
LysM in peptidazno peptidoglikansko domeno). Signal NXXTX imata le dva proteina: 
Lmo2185 in Lmo2186. Podobno kot pri LPXTG, tudi NXXTX predstavlja substrat za 
sortazo (Bierne in Cossart, 2007). Protein z domeno GW pri bakterijih vrste L. 
monocytogenes je InlB, ki sodeluje pri vstopu v evkariontske celice (Bierne in Cossart, 
2002; Bierne in Cossart, 2007). Gre za približno 80 aminokislin dolgo ponovitev na C 
koncu, ki se začne z aminokislinama glicin-triptofan. Domena GW je pomembna pri 
zasidranju InlB na bakterijsko površino z vezavo lipotehoične kisline. Prav tako te 
domene sodelujejo pri interakcijah z evkariontskimi molekulami. Bakterije vrste L. 
monocytogenes vsebujejo zapis za še 8 dodatnih proteinov z domeno GW (Bierne in 
Cossart, 2007). Domena WxL je sestavljena iz 160 do 190 aminokislin. Proteine s to 
domeno najdemo pri grampozitivnih bakterijah z nizko vsebnostjo GC in spadajo v tako 
imenovano Csc družino površinskih proteinov (Bierne in Cossart, 2007). Domeno LysM 
sestavlja približno 40 aminokislin in jo lahko najdemo v 6 proteinih. Domeno najdemo v 
različnih encimih, ki so vključeni v razgradnjo bakterijske celične stene (Bierne in 
Cossart, 2007). Le Lmo1851 protein vsebuje peptidazno peptidoglikansko domeno, ki 
vsebuje 70 aminokislin. Domena je sestavljena iz treh alfa heliksov. Večina proteinov, ki 
vsebujejo to domeno, je še neopredeljenih (Bierne in Cossart, 2007).  
 Proteini, ki so vezani na membrano (lipoproteini in proteini s hidrofobnim repom) 
(Bierne in Cossart, 2007). 11 proteinov bakterij vrste L. monocytogenes ima na C koncu 
hidrofobno domeno, za tem sledijo pozitivno nabite aminokisline, ki pa služijo kot signal 
za ustavitev prenosa. Prav ta rep pa omogoča zasidranje proteina v membrano (Popowska 
in Markiewicz, 2004). Eden bolj preučenih proteinov te skupine je ActA, ki omogoča 
listeriji znotrajcelično gibljivost. V to skupino spadata tudi sortaza SrtA in SrtB (Bierne 
in Cossart, 2007). Bakterijski lipoproteini vsebujejo krajši signalni peptid od »klasičnih« 
signalov. V centru najdemo bolj hidrofobne aminokisline, za tem pa sledijo ostanki 
cisteina. Lipoproteini so najprej sintetizirani kot prolipoproteini, ki se nato pretvorijo v 
zrele lipoproteine in se zasidrajo v citoplazemsko membrano (Popowska in Markiewicz, 
2004). Lipoproteini v bakterijah vrste L. monocytogenes predstavljajo največjo družino 
površinskih proteinov (Bierne in Cossart, 2007). Funkcije, ki jih površinski proteini 
opravljajo, so:  
 sodelovanje pri metabolizmu celične stene, 
 sodelovanje pri invaziji, 
 gibljivost, 
 transport snovi, 
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 adhezija (Bierne in Cossart, 2007). 
2.3.2 Proteini, ki sodelujejo tudi pri adheziji na abiotske površine 
2.3.2.1 InlA 
InlA je virulenčni protein, ki omogoča invazijo bakterij vrste L. monocytogenes v epitelijske 
celice, ki izražajo receptor E-kadherin (Mengaud in sod., 1996). Mutacija v genu inlA, ki so 
jo odkrili v številnih bakterijah vrste L. monocytogenes vodi do tvorbe okrnjenega proteina 
in slabšo invazijo v epitelijske celice (Nightingale in sod., 2005). Študija, ki jo je izvedel 
Chen in sod. (2008), je pokazala, da InlA in pa tudi InlB igrata pomembno vlogo pri pritrditvi 
na abiotske površine in s tem sodelujeta pri tvorbi biofilma. Leto kasneje je Chen in sod. 
(2009) dokazal pozitivno korelacijo med izražanjem gena inlA in inlB in njuno vlogo pri 
pritrditvi na abiotsko površino ter tako potrdil svojo trditev. Tudi Franciosa in sod. (2009) 
so dokazali pritrdilno vlogo InlA na abiotske površine. Novejša študija, ki jo je izvedel 
Gilmartin in sod. (2015) kaže, da se raven InlA razlikuje med sevi in serotipi bakterij vrste 
L. monocytogenes in da so največjo raven izražali serotipi 1/2a, 1/2b in 4b, največji 
povzročitelji listerioze. Prav tako so pokazali, da se raven izražanja InlA razlikuje tudi od 
površine, na katero se celice pritrdijo. 
2.3.2.2 BapL 
Bap (ang. biofilm associated proteins) je skupina površinskih proteinov, ki so pomembni pri 
tvorbi biofilma in so jih prvič identificirali pri bakterijah vrste S. aureus. Gre za površinske 
proteine z visoko molekulsko maso, ki vsebujejo osrednjo domeno s tandem ponovitvami in 
omogočajo bakteriji tvoriti biofilme. Igrajo pomembno vlogo pri bakterijski infekciji (Lasa 
in Penadés, 2006). Analiza genoma bakterij vrste L. monocytogenes je razkrila gen, ki kodira 
protein podoben Bap, in sicer Lmo0435 oz. BapL. V primeru lmo0435 mutant se je pokazala 
zmanjšana pritrditev na površino, vendar pa Bap protein vseeno ni esencialen za vse seve 
bakterij vrste L. monocytogenes. Nekateri BapL negativni sevi so se lahko pritrdili na 
abiotske površine enako kot BapL pozitivni sevi. Prav tako so pokazali, da BapL ni potreben 
za virulenco bakterij vrste L. monocyotgenes (Jordan in sod., 2008). 
2.3.2.3 Flagel 
Flagel bakterij vrste L. monocytogenes je sestavljen iz več tisoč proteinov imenovanem 
flagelin, ki je kodiran na genu flaA,. Sinteza flagelina je odvisna od temperature 
(transkripcija gena flaA je ustavljena, ko je temperatura nad 30 °C). Tvorba flagela je 
kompleksen proces in vključuje vsaj 5 regulatorjev (FlaR, PrfA, DegU, MogR in GmaR) 
(Renier in sod., 2011). Da bi videli kako vpliva flagel na tvorbo biofilma pri bakterijah vrste 
L. monocytogenes, so Lemon in sod. (2007) primerjali divji tip z mutanto brez flagela in z 
mutanto z okvarjenim flagelom. Tako mutanta brez flagela kot mutanta z okvarjenim 
flagelom sta imeli pomanjkljivo začetno pritrditev na površino in posledično slabšo tvorbo 
biofilma. Ko so uvedli zunanjo silo (centrifugiranje), so se mutante pritrdile na površino 
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enako dobro kot divji tipi, vendar pa to ni obnovilo tvorbo zrelega biofilma kot pri divjem 
tipu. Tako je za razvoj zrelega biofilma bakterij vrste L. monocytogenes potrebna začetna 
pritrditev na površino in vključevanje ostalih gibljivih celic. Glavna vloga flagela naj bi bila 
gibljivost, s katero celice lahko premagajo odbojne sile, med bakterijo in površino in tako 
flagel naj ne bi deloval kot površinski adhezin (Lemon s sod., 2007). Tudi Tresse in sod. 
(2006, 2009) so v svojih študijah dokazali pomembno vlogo flagela in gibljivosti pri začetni 
tvorbi biofilma. Navedene študije so temeljile na statični kulturi. Todhanakasem in Young 
(2008) sta v svoji študiji uporabila test s statično in pretočno kulturo. Dokazala sta, da imajo 
napake v gibljivosti bolj kompleksni vpliv na razvoj biofilma. Ko so uporabljali pretočno 
kulturo, so mutante, brez bička ali pa z okvarjenim bičkom, pokazale oslabljeno pritrditev 
na površino, ampak so v kasnejši fazi tvorile biofilm z visoko gostoto celic. Razlaga za to 
vrsto biofilma bi lahko tičala v tem, da mutante spremenijo lastnosti površine, ki povzroči 
združevanje celic in pritrditev. Kot je razvidno gibljivost flagela pripomore k začetni 
pritrditvi na površino, vendar pa sam flagel ni nujen za pritrditev in tvorbo biofilma (Renier 
in sod., 2011). 
2.4 PROTEINI Z VEČ RAZLIČNIMI FUNKCIJAMI 
Prvi primer »moonlight« proteinov sta leta 1980 opisala Piatigorsky in Wistow, kjer so 
nekateri encimi imeli še sekundarno strukturno funkcijo v lečah očesa (Piatigorsky in 
Wistow, 1989). »Moonlight« proteini so multifunkcionalni proteini, ki izvajajo številno 
različne avtonomne, po navadi, nepovezane funkcije brez, da bi segmentirali te funkcije v 
različne proteinske domene. V to skupino ne spadajo proteini, ki imajo različne funkcije 
zaradi genske fuzije, so produkt različnih RNA spojitev, družine homolognih proteinov oz. 
proteini s številnimi celičnimi vlogami, ki imajo enako biokemijsko funkcijo na različnih 
lokacijah. Zadnji kriterij je neodvisnost funkcij, kar pomeni, da v primeru inaktivacije ene 
funkcije (npr. z mutacijo), ta ne bo vplivala na drugo funkcijo.  
»Moonlight« proteini izvajajo različne funkcije, ki se med seboj mehanično razlikujejo 
(Copley 2012; Huberts in Klei, 2010). Tako GADPH (gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza) 
opravlja celo matriko različnih funkcij (izločanje jedrne tRNA, vključena je v apoptozo, 
deluje kot receptor z nizko afiniteto za transferin in makrofage, virulenčni dejavnik pri 
streptokokih) (Copley, 2012). Po začetnem odkritju so odkrili še številne proteine z več 
različnimi funkcijami v rastlinah, živalih, kvasovkah in prokariontih. Večina »moonlight« 
proteinov pri bakterijah spada pod glikolitične encime in ostale metabolne encime ter 
molekularne šaperone (Wang in sod., 2014).  
Nahajajo se na površinah bakterij, kjer imajo različne vloge. Njihova zaporedja ne vsebujejo 
nobenih domen za pritrditev na površino in prav tako ne vsebujejo nobenih signalnih 
peptidov za izločanje (Wang in sod., 2014). »Moonlight« proteine po večini najdemo na 
površinah patogenih bakterij, kjer naj bi bili vpleteni v patogenezo, kot je adhezija na epitelij, 
zunajcelični matriks, plasminogen in spreminjajo imunski odziv gostitelja (Wang in sod., 
2014). Nekateri proteini opravljajo tudi »moonlight« funkcije v različnih delih citoplazme, 
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lep primer je enolaza, ki jo lahko najdemo tudi v jedru celice in drugih delih celice (Copley, 
2012). Tako »moonlighting« prispeva k virulenci različnih znanih patogenov, kot so: M. 
tuberculosis, H. pylori, C. pneumoniae, S. aureus, L. monocytogenes, M. genitalium in 
skupina A streptokoki (Henderson in Martin, 2011).  
»Moonlight« proteine smatrajo kot virulenčne dejavnike pri patogenih bakterijah. Vendar 
lahko enak protein, ki ima »moonlight« funkcijo, in je najden pri patogenih bakterijah, 
najdemo pri bakterijah, ki spadajo v normalno človeško in živalsko mikrobioto. Tako se 
funkcija teh proteinov razlikuje med patogenimi bakterijami in komenzali laktobacili, kar je 
posledica različne pritrditve na površino celice (Kainulainen in Korhonen, 2014). 
»Moonlight« funkcije se lahko izvajajo na katerem koli delu proteina, vključno s predelom, 
ki je zadolžena za kanonično funkcijo. Vendar se večina teh funkcij izvaja na preostalem 
delu proteina. Ker predel za kanonične funkcije zajema le majhen del proteina, so ostali 
predeli proteina na voljo za vezavo drugih makromolekul (Copley, 2012).  
Pogosto vprašanje glede »moonlight« proteinov se glasi: zakaj in kako ti proteini pridobijo 
sekundarno funkcijo? Večina teh proteinov spada med encime centralnega metabolizma ali 
šaperone. Po vsej verjetnosti so bili uporabljeni za sekundarno funkcijo, saj se organizmi 
razvijajo tako, da uporabljajo oz. gradijo na komponentah, ki jih že vsebujejo. Večina teh 
proteinov spada med hišne proteine, ki so nastali pred milijardami let v različnih organizmih 
in v različnih celicah, kar jih je uvrstilo med tarče za modifikacijo ter so bili uporabljeni za 
razvoj nove funkcije. Da se pridobi nova vezavna funkcija, mora priti do strukturne 
modifikacije proteina, ki se izrazi kot novo vezavno mesto na površini proteina. Že 
modifikacija v krajši aminokislinski sekvenci je dovolj, da omogoča tvorbo novega mesta 
za interakcijo med proteini. Na splošno naj bi ti proteini vsebovali veliko več aminokislin 
kot je potrebno za tvorbo aktivnega mesta. Tako je veliko prostih aminokislin na površini, 
ki niso vključeni v primarno funkcijo in tako ti proteini niso pod velikim selektivnim 
pritiskom. S tem ko imajo več aminokislin, modifikacija na površini tega proteina omogoči 
sekundarno funkcijo ne, da bi vplivala na delovanje primarne funkcije (Amblee in Jeffery, 
2015).  
»Moonlight« proteini potrebujejo tudi mehanizem transporta čez celične membrane in 
pritrditev na celično površino, ki pa je še nerazjasnjen in ostaja odprta tema. Obstajata dve 
alternativi, ki bi lahko pojasnili transport proteinov na celično površino. Prva alternativa je, 
da se proteini izločijo iz mrtvih oz. poškodovanih celic in se nato pritrdijo na sosednje celice. 
Druga alternativa predstavlja še neznan mehanizem izločanja proteinov na površino celic. 
Za obe hipotezi obstajajo eksperimentalni dokazi, vendar so podatki razkropljeni in le 
sugestivni. Prav tako obe alternativi nista v celoti medsebojno izključeni (Kainulainen in 
Korhonen, 2014). Za razliko od proteinov, ki vsebujejo signalne peptide, se »moonlight« 
proteini ne izločijo iz celic takoj po translaciji, ampak se po navadi izločijo v stacionarni 
fazi. Povrh tega pa je njihovo izločanje tesno regulirano in inducirano s stimulanti (npr.od 
pH odvisna lokalizacija GADPH) (Wang in sod., 2014). Celična fiziologija je bolj 
Vörös D. Proteinski profil bakterije vrste Listeria monocytogenes v biofilmu.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
16 
kompleksna kot smo si mislili, saj je vse do nedavnega temeljila na redukcionističnem 
stališču, v katerem je vsak protein opravljal eno funkcijo (Copley, 2012).  
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3 MATERIAL IN METODE  
3.1 POTEK DELA 
Slika 4 prikazuje shemo poteka eksperimentalnega dela. 
 
Slika 4: Shema poteka eksperimentalnega dela. 
Vörös D. Proteinski profil bakterije vrste Listeria monocytogenes v biofilmu.  




Uporabili smo seve bakterij vrste Listeria monocytogenes: sev L. monocytogenes ŽM 601 
(10403S, serotip 1/2a, divji tip); sev L. monocytogenes ŽM 600 (HEL304, ΔflaA - 840 bp 
delecija znotraj bralnega okvirja flaA); sev L. monocytogenes ŽM 603 (HEL742 mot BD23A 
- substitucija asparaginske kisline 23 za alanin). Obe mutanti sta bili pridobljeni iz seva 
10403S. 
3.2.2 Reagenti in kemikalije 
Preglednica 1: Reagenti in njihovi proizvajalci. 
REAGENT PROIZVAJALEC  
"2-D Clean Up" komplet (precipitant, ko-
precipitant, pufer za izpiranje, aditiv) 
GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonio]-1-propan-
sulfonat (ang. 3-[(3- 
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propane-
sulfonate, CHAPS) 
GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
agar Sigma, Nemčija 
amonijev persulfat (ang. ammonium persulfate, 
APS) 
Sigma, Nemčija  
bradford reagent BIO-Rad, ZDA 
bromfenol modro Sigma, Nemčija 
ditiotreitol (ang. dithiothreitol, DTT) Sigma, Nemčija 
GHCl Sigma, Nemčija 
glicerol Sigma, Nemčija 
glicin Merck, Nemčija 
imobiliziran pH gradient (ang. immobilized pH 
gradient, IPG) pufer 
GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
jodacetamid (ang. Iodoacetamid, IAA) Sigma, Nemčija 
KCl Sigma, Nemčija 
KH2PO4 Merck, Nemčija 
metanol Merck, Nemčija 
mineralno olje Sigma, Nemčija 
mini koktejl inhibitor proteaz  Sigma, Nemčija 
Na2HPO4 Kemika, Hrvaška 
NaCl Merck, Nemčija 
natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate, 
SDS) 
Sigma, Nemčija 
ocetna kislina Merck, Nemčija 
raztopina akrilamid/bisakrialmid (30 %/0,8 %) Sigma, Nemčija 




tiourea Sigma, Nemčija 
tris baza Merck, Nemčija 
urea Sigma, Nemčija 
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3.2.3 Gojišča 
3.2.3.1 Trdno gojišče - Triptični soja agar 
Za tehtali smo 30 g TSA v 750 mL ddH2O in sterilizirali (121 °C, 20 min, 1 atm). Ohlajeno 
gojišče smo aseptično razlili v sterilne petrijeve plošče. 
3.2.3.2 Tekoče gojišče – Triptični soja bujon 
Za tehtali smo 24 g TSB v 800 mL ddH2O in sterilizirali (121 °C, 20 min, 1 atm). 
3.2.4 Raztopine  
3.2.4.1 Pufer za ekstrakcijo proteinov 
Za tehtali smo sledeče komponente: 10,5 g uree; 3,8 g tiouree; 1 g CHAPS; 500 µL IPG. Na 
koncu smo dolili ddH2O do 25 mL. Raztopino smo alikvotirali v 2-mL Eppendorf 
mikrocentrifugirke in shranili na -20 °C. Pred uporabo pufra smo dodali DTT, da je bila 
končna koncentracija 65 mM in inhibitor proteaz (1 tabletka/10 mL pufra). 
3.2.4.2 Rehidracijski pufer 
Za tehtali smo naslednje komponente: 10,5 g uree; 3,8 g tiouree; 1 g CHAPS; 500 µL IPG 
in 1 kristalček BFM. Na koncu smo dolili ddH2O do 25 mL. Raztopino smo alikvotirali v 
2-mL Eppendorf mikrocentrifugirke in shranili na -20 °C. Pred uporabo smo dodali še DTT, 
da je bila končna koncentracija 18 mM. 
3.2.4.3 Raztopina Tris-HCl (1,5 M pH=8,8) 
Za tehtali smo 36,6 g Tris baze, dodali 150 mL ddH2O in uravnali pH na 8,8 s konc. HCl ter 
nato dodali ddH2O do 200 mL. Pred uporabo smo raztopino prefilitrirali. 
3.2.4.4 10 % (w/v) raztopina SDS 
Za tehtali smo 10 g SDS in dodali ddH2O do 100 mL. 
3.2.4.5 10 % (w/v) raztopina APS 
Za tehtali smo 0,1 g APS in dodali ddH2O do 1 mL.  
3.2.4.6 Ločilni gel 
Za 2 ločilna gela smo zmešali 15,7 mL raztopine akrilamid/bisakrilamid (30 %/0,8 %); 9,8 
mL 1,5 M Tris-HCl pH = 8,8; 0,4 mL 10 % raztopine SDS; 13 mL ddH2O in dearirali 
mešanico v ultrazvočni kopeli 10 min ter s tem odstranili kisik, ki bi motil polimerizacijo. 
Po deariaciji smo dodali še 195 µL 10 % APS in 13 µL TEMED ter raztopino rahlo 
premešali. 
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3.2.4.7 Osnovni pufer za uravnoteženje  
Za pripravo 100 mL pufra smo dodali 5 mL 1,5 M raztopine Tris-HCl pH = 8,8; 30 mL 
glicerola, za tehtali 36 g uree; 2 g SDS in dodali 1 kristalček bromfenol modro ter dodali 
ddH2O do 100 mL. Pufer smo na to shranili v 50-mL alikvotih na -20 °C.  
3.2.4.8 SDS elektroforezni pufer 
Za pripravo 1x SDS elektroforeznega pufra smo za tehtali 3 g Tris baze; 14,4 g glicina; 1 g 
SDS in dodali ddH2O do 1 L.  
3.2.4.9 Agarozna raztopina 
V 250-mL infuzijsko steklenico smo za tehtali 0,5 g agaroze in dodali 100 mL 1x SDS 
elektroforeznega pufra. Raztopino smo segreli v mikrovalovni pečici, da se je agaroza 
raztopila in nato smo dodali še 1 kristalček barvila bromfenol modro. Raztopino smo 
razdelili v 15-mL falkonke po 11 mL. 
3.2.4.10 Fiksacijska raztopina 
Odmerili smo 600 mL 100 % metanola in 70 mL 100 % ocetne kisline ter dodali ddH2O do 
1000 mL.  
3.2.4.11 Raztopina za razbarvanje 
Odmerili smo 100 mL 100 % metanola in 70 mL 100 % ocetne kisline ter dodali ddH2O do 
1000 mL. 
3.2.4.12 Fosfatni pufer  
Za pripravo 10x PBS smo za tehtali 80 g NaCl; 2 g KCl; 18,05 g Na2HPO4·2H2O; 2,4 g 
KH2PO4 v 800 mL ddH2O in uravnali pH na 7,4 ter na koncu dolili ddH2O. Raztopino smo 
sterilizirali (121 °C, 20 min, 1 atm).  
3.2.4.13 Fiziološka raztopina 
Naredili smo 0,9 % NaCl raztopino in jo sterilizirali (121 °C, 20 min, 1 atm). 
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3.2.5 Laboratorijska oprema  
Preglednica 2: Laboratorijska oprema in proizvajalci. 
LABORATORIJSKA OPREMA PROIZVAJALEC 
analitska tehnica  Sartorius, Nemčija 
avtoklav  Sutjeska, Srbija 
CAM-GX-CHEMI HR – G:Box kamera Syngene, Združeno kraljestvo 
centrifuga miniSpin Eppendorf, Nemčija  
centrifuga z možnostjo hlajenja Sigma, ZDA 
čitalec mikrotitrskih plošč  Tecan Trading, Švica 
dializne membrane Spectra, ZDA 
distančniki 1 mm  GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
elektrodi (anoda, katoda) GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
elektrodni trakovi GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
elektroforetska naprava Multiphor II GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
guma: 5 cm x 5 cm x 1 cm, iz poliuretana, trdota 75 
SHA, serilor ® SR1 
Serilor ® SR1 
inkubator  Kambič, Slovenija 
magnetno mešalo MM-540 Tehtnica, Slovenija 
mikrocentrifugirke  Eppendorf, Nemčija 
mikrovalovna pečica Sanyo, Japonska  
nosilci GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
petrijeve plošče STARSTEDT, Nemčija 
pipete Eppendorf, Nemčija 
plastična plošča z vdolbinami GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
plastične banjice 19,5 x 20,8 cm RothoKunststoff, Švica 
podstavek z režami in pokrovom za rehidracijo 
trakov  
GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
plastične epruvete z zavojnim zamaškom - falkonke TPP, Švica 
primež z vijaki GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
prozorne mikrotitrske plošče (96 luknje) Nunc, Danska 
SDS-PAGE posoda GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
steklen podstavek z elektrodnimi priključki GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
steklene plošče GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
stiščki  GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
stresalna plošča  Biometra, Nemčija  
tehtnica PS 1200/C/2  Radwag, Poljska  
termostatski cirkulator GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
trakovi z imobiliziranim pH gradientom 3 - 10 (ang. 
immobilized pH gradient, IPG) 
GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
usmernik EPS 3501 XL GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
ultrazvočna kopel Iskra, Slovenija 
UV-luč BIO-Rad, ZDA 
vrtinčnik TTS2 Ika, Belgija 
zamrzovalnik (-20 °C) LTH, Slovenija 
zamrzovalnik Ultra Freeze (-80 °C) LTH, Slovenija 
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3.3.1.1 Biofilmska kultura 
Kolonijo bakterij vrste L. monocytogenes smo prenesli z gojišča TSA (točka 3.2.3.1) v 4 mL 
gojišča TSB (točka 3.2.3.2). Sledila je kultivacija na stresalniku pri 125 obr./min, 5 h pri 
25 °C. Po inkubaciji smo 1,8 mL kulture v eksponentni fazi rasti prenesli v 120 mL TSB in 
v vsako od 5 petrijevih plošč prenesli po 20 mL brozge. Plošče smo previdno prestavili v 
inkubator in inkubirali 48 h pri 25 °C. Tekom inkubacije plošč nismo premikali. 
3.3.1.2 Planktonska kultura  
Kolonijo bakterij vrste L. monocytogenes smo prenesli z gojišča TSA (točka 3.2.3.1) v 4 mL 
gojišča TSB (točka 3.2.3.2). Sledila je kultivacija na stresalniku pri 125 obr./min, 5 h pri 
25 °C. Po inkubaciji smo 0,75 mL kulture v eksponentni fazi prenesli v 50 mL TSB in 
razdelili po 10 mL v 4 epruvete ter prenesli na inkubacijo (125 obr./min, 48 h, 25 °C). 
3.3.2 Pridobitev in shranjevanje biomase  
3.3.2.1 Biofilmska kultura 
Po inkubaciji (točka 3.3.1.1) smo iz petrijevih plošč odstranili izrabljeno gojišče z 10-mL 
pipeto. Gojišče smo odstranjevali le na enem mestu in petrijevo ploščo čim manj premikali. 
Po odstranitvi gojišča smo biofilm 3x sprali z 20 mL sterilne fiziološke raztopine (FR) (točka 
3.2.4.13). Fiziološko raztopino smo dodajali po robu petrijeve plošče in se s tem izognili 
premočnemu curku, s katerim bi lahko sprali biofilme. Po spiranju smo dodali 10 mL sterilne 
FR. Biofilme, ki so zrasli na petrijevih ploščah, smo postrgali z gumo (5 cm x 5 cm x 1 cm), 
ki smo jo prej sterilizirali v 96 % etanolu in jo ožgali s plamenom, da je etanol izhlapel. 
Vsako petrijevo ploščo z biofilmom smo strgali 3 min. Pridobljeno suspenzijo smo prenesli 
v 50-mL falkonke. Potem smo isto petrijevo ploščo še dodatno sprali z 10 mL fiziološke 
raztopine in tako smo prenesli preostanek biomase v isto falkonko, kjer je že bilo 10 mL 
suspenzije (skupni volumen je na koncu bil 20 mL). Sledilo je centrifugiranje pri 4000 
obr./min, 15 min. Po centrifugiranju smo odstranili 18 mL supernatanta, sam pelet smo 
resuspendirali s preostalim supernatantom. Suspenzijo smo prenesli v 2-mL 
mikrocentrifugirke. Postopek smo ponovili tudi za preostale 4 petrijeve plošče. 
Mikrocentrifugirke smo centrifugirali pri 14000 obr./min, 5 min. Iz vseh mikrocentrifugirk 
smo odstranili supernatant in v eno izmed petih mikrocentrifugirk dodali 500 µL sterilne 
fiziološke raztopine ter resuspendirali pelet. Suspenzijo smo prenesli v drugo 
mikrocetrifugirko s peletom in z njo resuspendirali pelet. To smo naredili vse do zadnje 
mikrocentrifugirke, v kateri smo shranili vso biomaso. Mikrocentrifugirko smo nato 
centrifugirali pri 14000 obr./min, 5 min in jo po centrifugiranju potopili v tekoči dušik ter 
shranili vzorec v skrinjo na -80 °C do nadaljnjega. 
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3.3.2.2 Planktonska kultura 
Po inkubaciji (točka 3.3.1.2) smo združili vsebino dveh epruvet v 1 falkonko (na koncu smo 
imeli dve falkonki po 20 mL). Sledilo je centrifugiranje falkonk pri 4000 obr./min, 15 min. 
Po centrifugiranju smo pazljivo odstranili supernatant. Pelet smo 3x sprali z 20 mL sterilne 
fiziološke raztopine (točka 3.2.4.13). Po odstranitvi supernatanta smo dodali 2 mL fiziološke 
raztopine in resuspendirali pelet. Nastalo suspenzijo smo prenesli v 2-mL mikrocentrifugirke 
ter centrifugirali pri 14000 obr./min, 5 min. Po centrifugiranju smo pazljivo odstranili 
supernatant in potopili mikrocentrifugirke v tekoč dušik ter shranili vzorec v skrinjo -80 °C 
do nadaljnjega. 
3.3.3 Izolacija površinskih proteinov 
Biomaso, katero smo shranili na -80 °C (točka 3.3.2.1in točka 3.3.2.2), smo odtajali na sobni 
temperaturi. V mikrocentrifugirko z odtaljeno biomaso smo dodali 1 mL 5 M raztopine 
GHCl in resuspendirali pelet. Suspenzijo v mikrocentrifugirki (1 mL) smo prenesli v 15-mL 
falkonko s 3 mL 5 M GHCl. Sledila je inkubacija ob močnem stresanju (3000 obr./min) v 
hladni sobi (4 °C), in sicer 2 h. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali pri 5000 obr./min, 10 
min, 4 °C. Po centrifugiranju smo supernatant prenesli v dializne membrane (MWCO 
6 - 8000, Spectra/Por Dialysis Membrane), dolge približno 15 cm. Dializne membrane smo 
pred uporabo namakali v dH2O za 30 min. Dializo smo izvedli v 800 mL hladnega pufra 
PBS (točka 3.2.4.12) v hladilniku. Po 2 urah smo zamenjali PBS s svežim in pustili, da je 
dializa tekla čez noč. Naslednji dan smo vzorec po dializi prenesli v 15-mL falkonke in ga 
liofilizirali preko noči. Liofiliziran vzorec smo nato raztopili v 300 µL ekstrakcijskega pufra 
(točka 3.2.4.1) in pomerili koncentracijo proteinov z metodo po Bradfordu. 
3.3.4 Merjenje koncentracije proteinov z metodo po Bradfordu  
Pripravili smo Bradfordov reagent, kjer smo originalni koncentrat (Biorad Protein Assay) 5 
x redčili z ddH2O. V jamico, na sredino, 96-mestne miktrotitrske plošče smo odpipetirali 
4 µL vzorca in dodali 196 µL 1x Bradfordovega reagenta. Po 5 minutah smo pomerili 
absorbanco s čitalcem mikrotitrskih plošč pri valovni dolžini 595 nm. Koncentracijo 
proteinov smo izračunali iz umeritvene krivulje (Slika 5). 
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Slika 5: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije proteinov po metodi Bradford. 
3.3.5 Čiščenje proteinov s komercialnim kompletom  
Določeno količino vzorca, pripravljenega v ekstrakcijskem pufru (masa proteinov = 60 µg) 
smo prenesli v mikrocentrifugirko. Dodali smo 300 µL precipitanta, premešali na vrtinčniku 
in inkubirali na ledu 15 min. Potem smo dodali 300 µL ko-precipitanta mešanici vzorca in 
precipitanta in kratko premešali na vrtinčniku. Zatem smo centrifugirali pri 12000 g, 5 min 
pri 4 °C. Po centrifugiranju smo s pipeto previdno odstranili supernatant tako, da se sediment 
ni resuspendiral. Dodali smo 80 µL ko-precipitanta in inkubirali 5 min na ledu. Zatem smo 
centrifugirali pri 12000 g, 5 min pri 4 °C in potem odstranili supernatant. Dodali smo 50 µL 
ddH2O in premešali na vrtinčniku, da se je sediment resuspendiral. Dodali smo 1 mL pufra 
za izpiranje (hlajen pri -20 °C) in 5 µL aditiva ter premešali na vrtinčniku. Vzorce smo 
inkubirali pri temperaturi -20 °C, 30 minut in mešali na vrtinčniku 20 - 30 s vsakih 10 min. 
Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali pri 12000 g, 5 min, pri 4 °C. Odstranili smo 
supernatant in sušili sediment na zraku največ 5 min, nato smo mikrocentrifugirke zaprli in 
jih hranili na ledu. 
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3.3.6 2-D elektroforeza  
3.3.6.1 Rehidracija trakov IPG 
V mikrocentrifugirko z vzorcem proteinov (točka 3.3.5) smo dodali 250 µL rehidracijskega 
pufra z DTT-jem (točka 3.2.4.2) in mešali na vrtinčniku 15 min. Nato smo vzorec 
centrifugirali pri 13000 obr./min, 5 min. V eno od rež v podstavek za rehidracijo trakov smo 
na sredino nanesli 250 µL vzorca. Potem smo IPG trakovom (pH gradient 3 - 10) s pinceto 
odlepili plastično folijo in jih položili v režo z vzorcem, in sicer z gelom navzdol Na vrh 
traku smo odpipetirali 3 mL mineralnega olja in tako preprečili kristalizacijo uree. Podstavek 
smo pokrili s pokrovom in tako preprečili izhlapevanje. 
3.3.6.2 Izoelektrično fokusiranje  
S termostatskim cirkulatorjem smo tekom prve dimenzije vzdrževali konstanto temperaturo 
20 °C. Na ploščo elektroforetske naprave Multiphor II smo nanesli 4 črte po 1 mL 
mineralnega olja, saj ta služi kot toplotni prevodnik. Nanjo smo položili steklen podstavek z 
elektrodnimi priključki, pri tem smo pazili, da ni prišlo do nastanka mehurčkov. Na vrh 
steklenega podstavka smo na sredino zlili 10 mL mineralnega olja in položili plastično 
ploščo tako, da so bile vdolbine navzgor. Rehidrirane trakove IPG (točka 3.3.6.1) smo sprali 
v valju z ddH2O in jih previdno položili v vdolbino (gel je gledal navzgor) ter jih poravnali. 
na zgornji in spodnji konec trakov IPG smo položili elektrodne trakove, katere smo prej 
omočili z ddH2O in jih delno posušili. Na elektrodne trakove smo položili elektrode in zatem 
čez trakove vlili 140 mL mineralnega olja. Elektroforetsko napravo smo pokrili s pokrovom 
in jo priklopili na usmernik ter nastavili parametre, pri katerih je potekalo izoelektrično 
fokusiranje IEF:  
1. faza: 0 - 300 V, 1 min; 
2. faza: 300 V, 1 h; 
3. faza: 300 - 3500 V, 1 h 30 min; 
4. faza: 3500 V, 5 h.  
Po končanem IEF smo trakove IPG prenesli v čiste plastične mape ter shranili na -80 °C do 
izvedbe druge dimenzije.  
3.3.6.3 Sestavljanje steklenih plošč v kalup 
Za vzorec oz. za 1 gel smo vzeli dve stekleni plošči in tisto stran, ki je bila v stiku s gelom 
obrisali s 96 % etanolom, prav tako smo obrisali dva distančnika in dva primeža, s katerim 
smo stekleni plošči stisnili skupaj. Nato smo na rob ene plošče položili distančnika ter čez 
njo položili drugo ploščo (z očiščenim delom navznoter). Plošči smo nato namestili med 
primeža in z ravnilom poravnali distančnike. Privili smo vijake na primežih. Kalup smo 
prenesli v stojalo in ga pritrdili s črnimi zatiči. 
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3.3.6.4 Vlivanje gelov 
Med stekleni plošči smo vlili pripravljen ločilni gel (točka 3.2.4.6) (19 mL za en gel) z 
ustrezno koncentracijo akrilamida (12 %; primerna za ločevanje proteine z maso 10 - 200 
kDa), na zgornjo površino gela smo nanesli tanko plast ddH2O in tako gelu preprečili stik s 
kisikom. 
3.3.6.5 Spiranje in uravnoteženje trakov IPG 
Najprej smo pripravili pufer za uravnoteženje I in pufer za uravnoteženje II, kjer smo v 
prvem primeru za tehtali DTT (65 mM) v osnovni pufer za uravnoteženje (točka 3.2.4.7) in 
JAA (260 mM) v drugem primeru ter dali raztopini na stresalno ploščo, da sta se DTT in 
JAA raztopila. Trakove IPG smo vzeli iz zamrzovalnika (točka 3.3.6.2) in jih sprali z 1x 
SDS elektroforeznim pufrom (točka 3.2.4.8) in tako odstranili mineralno olje. Po spiranju 
smo trakove IPG popivnali na brisači in jih prenesli v epruvete z 10 mL pufra za 
uravnoteženje I ter jih dali na stresalnik za 15 min. Iz pufra za uravnoteženje I smo prenesli 
trakove v 10 mL pufra za uravnoteženje II in jih dali na stresalnik za 15 min. Medtem, ko 
smo čakali, da se trakovi uravnotežijo, smo z gela odlili vodo in površino posušili s fenom. 
3.3.6.6 Prenos traku na ločilni gel 
Na površino ločilnega gela (točka 3.3.6.4) smo nalili agarozno raztopino (točka 3.2.4.9), ki 
smo jo predhodno segreli na 100 °C. Pri tem smo pazili, da nismo tvorili mehurčkov. Nato 
smo z iglo položili trak IPG na gel. Počakali smo, da se je agarozna raztopina ohladila. 
3.3.6.7 Natrijev dodecil sulfat poliakrilamid gelska elektroforeza 
S termostatskim cirkulatorjem smo vzdrževali temperaturo na 20 °C. Ko se je agarozna 
raztopina strdila smo na kalup namestili zgornji nosilec. Zgornji nosilec smo pritrdili z 
črnimi vijaki medtem, ko smo pri spodnjem delu kalupa odstranili vijake. Kalup z zgornjim 
nosilcem smo prenesli v posodo za SDS-PAGE ter prelili z 1x SDS elektroforeznim pufrom 
(točka 3.2.4.8). Posodo za SDS-PAGE smo pokrili s pokrovom, priklopili na usmernik ter 
nastavili program: 
1. faza: 20 mA/gel, 15 min - pri tej fazi pride do koncentracije proteinov in nato vstop teh v 
gel; 
2. faza: 40 mA/gel, traja ~1 h 30 min oz. dokler barvilo ne doseže dna gela 
Po končanem programu smo razstavili kalup, da smo pridobili gele. Odstranili smo trakove 
IPG, gel pa smo ustrezno označili in ga prenesli v 200 mL fiksacijske raztopine (točka 
3.2.4.10). Fiksacija je potekala 30 min ob stresanju na stresalni plošči. Zatem smo odstranili 
uporabljeno fiksacijsko raztopino in vlili svežo) ter ponovno pustili na stresalni plošči za 
30 min. Po 30 min smo odlili fiksacijsko raztopino in gel prelili z barvilom Sypro Ruby 
(200 mL) ter posodo vrnili nazaj na stresalno ploščo. Barvanje gelov je potekalo v temi, čez 
noč. Naslednji dan smo v novo banjico nalili raztopino za razbarvanje (točka 3.2.4.11) (200 
mL) in nato vanjo prenesli gel ter prenesli posodo z gelom na stresalno ploščo, jo pokrili s 
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folijo in pustili 30 min. Čez 30 min smo odlili raztopino za razbarvanje in čez gel prelili 
novo, svežo raztopino za še e nadaljnjih 30min. Sledilo je spiranje z ddH2O, in sicer 3x po 
5 min, ki je potekalo v temi. Po tretjem spiranju smo gel pustili v ddH2O in pripravili kamoro 
za slikanje. 
3.3.6.8 Slikanje gelov 
Za slikanje smo uporabili CAM-GX-CHEMI HR – G:BOX kamero. Ploščo smo očistili s 96 
% etanolom in navadno papirnato brisačo. Potem smo prižgali kamero in zagnali program 
GeneSnap (Syngene). Na ploščo smo previdno položili gel (točka 3.3.6.7). V programu smo 
nastavili parametre (povečava 12,5; izostritev 125; čas izpostavitve 80 ms; zaslonka 1,2). Po 
slikanju smo gel shranili v prozorno plastično mapo, jo označili ter zavarili. Mapo smo 
prenesli v hladilnik do izrezovanja lis.  
3.3.6.9 Računalniška obdelava slik 
Pridobljene slike smo analizirali s programom 2-D Dymension (Syngene), ki omogoča 
medsebojno primerjavo več slik. V začetku izberemo referenčno sliko, nato na podlagi te 
slike primerjamo ostale slike. V primeru, ko smo primerjali razlike med sevi, smo kot 
referenčno sliko izbrali proteinski profil seva L. monocytogenes ŽM 601 in jo primerjali s 
proteinskim profilom seva L. monocytogenes ŽM 600 in ŽM 603. Pri primerjavi profila 
površinskih proteinov planktonskih celic in biofilma smo kot referenčno sliko izbrali 
proteinski profil planktonskih celic izbranega seva. Za vsak vzorec smo imeli 2 tehnični 
ponovitvi. 
V začetku smo s programom na vseh slikah določi območje detekcije 2-D elektroforetskih 
lis in s tem odstranili odvečne robove gelov. Po nastavitvi začetnih parametrov (meje 
detekcije, ločljivost lis) je program prepoznal skupne lise in naredil povprečje. Za tem je 
program prekril vse gele, povezal med sabo ujemajoče se lise med vzorci in jih primerjal 
med sabo na podlagi normaliziranih volumnov. Normaliziran volumen nam pove o razmerju 
med volumnom ene lise proti celokupnemu volumnu vseh lis. Rezultati analiz so bili izpisani 
v preglednici, kjer je bilo podano razmerje normaliziranih volumnov lis glede na referečni 
gel. Kot diferencialno izražene smo upoštevali tiste proteine, kjer je bilo razmerje 
normaliziranih volumnov večje od 1,8 in hkrati statistično značilno (p ˂ 0,05; t-test). 
Ujemanje posameznih lis smo nato še pregledali s funkcijo tridemnzionalnega prikaza. 
3.3.7 Identifikacija proteinov in obdelava podatkov  
Po končani analizi smo iz izbranih gelov (točka 3.3.6.7) izrezali diferencialno določene 
proteine. Proteine smo poslali na identifikacijo z masno spektrometrijo na Inštitut Jožef 
Stefan (Odsek za molekularne in biomedicinske znanosti). Identificirane proteine so nato 
poiskali v spletni bazi podatkov: SwissProt in NCBInr. Za določitev funkcije proteinov smo 
uporabili bazo podatkov KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
Bakterije vrste Listeria monocytogenes so pri ljudeh odgovorne za okužbe povezane s hrano, 
do katerih pride preko kontaminiranih živil. Bakterije vrste L. monocytogenes so razširjene 
v različnih okoljih in jo je možno najti tudi v obratih predelave živil, kjer potem hitro pride 
do navzkrižne kontaminacije z živili (Nightingale in sod., 2004). V številnih obratih 
predelave živil so okoljske niše, ki omogočajo rast biofilmov. Bakterije, ki živijo v biofilmih, 
so odporne na različna protimikrobna sredstva in tako predstavljajo vir kontaminacije živil 
(Dziecol in sod., 2016). Številne patogene bakterije uporabijo površinske strukture za 
pritrditev na biotske in abiotske površine (Jaglic in sod., 2014). 
Namen naše naloge je bil identificirati površinske proteine bakterij vrste L. monocytogenes, 
ki bi lahko sodelovali pri pritrditvi celic na abiotske površine. Izbrali smo sledeče seve: L. 
monocytogenes ŽM 601 kot divji tip (serotip 1/2a), ki je služil kot referenčni sev in dve 
mutanti: L. monocytogenes ŽM 600 - brez bička, L. monocytogenes ŽM 603 – okvara bička. 
Serotip 1/2a namreč predstavlja več kot 50 % izolatov izoliranih iz hrane in okolja (Pan in 
sod., 2009). Z obema mutantama smo hoteli dokazati vpliv flagela na pritrditev bakterij na 
abiotske površine in posredno tvorbo biofilma. Pri sevu L. monocytogenes ŽM 600, ki ima 
delecijo gena flaA, smo preverili, ali odsotnost flagela vpliva na pritrditev na abiotsko 
površino, pri sevu L. monocytogenes ŽM 603 pa, kaj okvara bička (zamenjava asparaginske 
kisline z alaninom na mestu 23 proteina mot BD23A) pomeni za pritrditev na abiotske 
površine. Tako je bil naš eksperiment sestavljen iz mikrobiološkega dela, kjer smo gojili 
bakterije vrste L. monocytogenes v biofilmu in planktonski kulturi in proteomskega dela, 
kjer smo iz pridobljene biomase izolirali površinske proteine in jih analizirali z 
dvodimenzionalno poliakrialmidno gelsko elektroforezo (2-D PAGE). Pristopi genomike ne 
zagotavljajo celovitih informacij glede bioloških procesov organizma, ker so biološke 
funkcije izvedene s strani proteinov. Zato proteomske analize omogočajo dober vpogled v 
bakterijski proteinski profil, izražen v specifičnih razmerah. S proteomiko dobimo 
informacije glede številčnosti proteinov, post-translacijskih modifikacij, lokalizacije, 
interakcij in ostalih sprememb. Tako lahko preučimo različne procese, kot so: odgovor na 
stres, prilagoditev na ekstremne okoljske razmere, mikrobno patogenost in metabolizem 
(Wu in sod., 2016). Kot primarno orodje za ločevanje proteinov veliko laboratorijev 
uporablja 2-D PAGE, s katero lahko ločimo več tisoč proteinov naenkrat, omogoča pa tudi 
direktno vizualno potrditev sprememb proteinov, kot so post- in ko-translacijske 
modifikacije, katere pa ne moremo predvideti iz genomske sekvence (Magdeldin in sod., 
2014). V naši raziskavi smo 2-D PAGE uporabili kot orodje za analizo površinskih proteinov 
bakterij vrste L. monocytogenes.  
4.1 PRIPRAVA BIOFILMSKIH IN PLANKTONSKIH CELIC BAKTERIJ VRSTE 
L.  monocytogenes ZA PROTEOMSKO ANALIZO 
Da smo lahko izvršili 2-D PAGE, je bilo potrebno pridobiti ustrezno koncentracijo 
proteinov, zato smo v začetku naloge vzpostavili gojenje biofilmov na podlagi metode, ki so 
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jo postavili Zhou in sod. (2012). Biofilmi za proteomsko analizo so bili gojeni na plastični 
petrijevi plošči v gojišču TSB. Cilj je bil pridobiti sveže in tudi zrele biofilme. Uporabili 
smo osem petrijevih plošč, v katere smo dodali 20 mL gojišča TSB z ustreznim inokulumom 
ter jih inkubirali pri 25 °C, vsako različen čas (1 - 8 dni). Med inkubacijo nismo menjavali 
gojišča. Po prvem dnevu nismo opazili motnosti na dnu petrijeve plošče, gojišče je bilo 
svetlo. Po drugem dnevu je bilo že možno opaziti majhno motnost na dnu plošče, gojišče pa 
je bilo še vedno prozorno. Po tretjem, četrtem in petem dnevu je gojišče postalo vse bolj 
motno, na dnu plošče se je začela tvoriti »sluz«. Po šestem, sedmem in osmem dnevu je bilo 
gojišče že zelo motno, prav tako so se od sluzi začeli trgati koščki. Pri vsaki plošči (različen 
čas inkubacije) smo odstranili gojišče in sprali ploščo tako, da je na plošči ostal le biofilm. 
Tega smo pobarvali z barvilom kristal violet. Na ta način smo dobili grobo oceno glede 
lokacije biofilma in njegove količine. Biofilm se je tvoril na robu plošče in z vsakim 
dodatnim dnevom se je biofilm širil proti centru plošče (Slika 6). 
 
Slika 6: Biofilm bakterij vrste L. monocytogenes ŽM 601 pobarvan z barvilom kristal vijolično po 
osemdnevni inkubaciji pri 25 oC. Rdeča puščica nakazuje biofilm. 
Na podlagi teh opažanj smo se odločili za dvodnevno kultivacijo, Za pridobitev ustrezne 
količine biofilma za proteomsko analizo smo uporabili 5 petrijevih plošč z dimenzijami 
85 mm x 15 mm. 
Biofilme je bilo potrebno odstraniti z dna petrijevih plošč. Za ta namen smo testirali različne 
načine. Uporabili smo različne predmete (zobna ščetka, žiletka, palčka s konico iz bombaža, 
drigalska spatula in guma). Z žiletko smo uspeli postrgati biofilme, vendar smo poškodovali 
petrijevo ploščo in smo tako v pridobljeni suspenziji opazili koščke plastike. Podobne 
rezultate, vendar z manj koščki plastike, smo pridobili, kadar smo uporabili drigalsko 
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spatulo. Zobna ščetka in palčka s konico iz bombaža sta omogočala učinkovito strganje 
biofilmov, ampak kljub temu smo imeli probleme s pridobitvijo celic. Namreč veliko celic 
je ostalo na površini zobne ščetke in palčke. Kot najboljša se je izkazala guma, ki je bila zelo 
robustna, trdna, vendar zadosti fleksibilna, da smo lahko postrgali biofilme, pri tem pa nismo 
poškodovali dna petrijeve plošče. Gumo smo lahko tudi enostavno sprali ter na ta način 
pridobili celice, ki so ostale na gumi.  
Planktonske celice je bilo lažje pridobiti, saj smo po končani inkubaciji odstranili gojišče s 
centrifugiranjem, celice pa smo sprali s fiziološko raztopino. S spiranjem smo odstranili 
preostalo gojišče, ki bi lahko potencialno vsebovalo izločene proteine.  
4.2 IZOLACIJA POVRŠINSKIH PROTEINOV 
Za izolacijo površinskih proteinov smo tako pridobljeno biomaso planktonskih celic in celic 
iz biofilma tretirali z gvanidinijevim hidrokloridom (GHCl), ki je bil v številnih raziskavah 
uporabljen za ekstrakcijo S-sloja pri bakterijah rodu Lactobacillus (Sára in Sleytr, 2000; 
Viljanen in Palva, 2007; Uroić in sod., 2016) in površinskih proteinov pri bakterijah vrste 
Propionobacterium freudenreichii (Le Maréchal in sod., 2015). Uroić in sod. 2016 so 
pokazali, da uporaba GHCl ne vpliva na viabilnost celic. Izolirane površinske proteine smo 
nato analizirali z 2-D PAGE. Pridobljene slike profilov površinskih proteinov smo analizirali 
z računalniškim programom. Najprej smo preverili, če obstaja razlika v proteinskem profilu 
med sevi. Zato smo med sabo primerjali profile površinskih proteinov sevov planktonskih 
celic in profile sevov biofilma. Vse primerjave so bile izvedene na referenčni sev 
L. monocytogenes ŽM 601.  
4.3 PRIMERJAVA POVRŠINSKIH PROTEINOV CELIC PLANKTONSKE KULTURE 
Pri planktonskih celicah seva L. monocytogenes ŽM 600 smo v območju molekulskih mas 
od 10 do 220 kDa in izoelektričnih točk 3 - 10 zaznali 3 različno izražene proteine (Priloga 
A), dva z manjšim normaliziranim volumnom in en protein s povišano ravnijo izražanja. Sev 
L. monocytogenes ŽM 603 je pokazal najmanjšo proteinsko razliko. Odkrili smo namreč le 
1 protein, ki se je po vsebnosti razlikoval od seva L. monocytogenes ŽM 601 (Priloga A) .  
4.4 PRIMERJAVA POVRŠINSKIH PROTEINOV BIOFILMSKIH CELIC 
Profil celic biofilmov seva L. monocytogenes ŽM 603 (Priloga B) se je od referenčnega seva 
razlikoval v 9 proteinih, od tega je bilo 7 proteinov, ki so imeli povišano raven in 2 proteina, 
ki sta imela znižano raven. Majhno razliko smo opazili tudi pri celicah L. monocytogenes 
ŽM 600 (Priloga B), kjer smo odkrili le 2 proteina z znižano ravnjo. Pri primerjavi profilov 
površinskih proteinov med sevi v planktonski kulturi je bilo moč zaznati le manjše razlike, 
nekoliko večje so bile v biofilmu v primeru seva L. monocytogenes ŽM 603. S tem smo 
delno zavrnili hipotezo 2, ki pravi da je proteinski profil bakterij vrste L. monocytogenes 
odvisen od seva. Teh diferencialno izraženih proteinov pa nismo identificirali s masno 
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spektrometrijo, ker smo se osredotočili na primerjavo profilov površinskih proteinov celic 
planktonske kulture s celicami biofilma. 
4.5 PRIMERJAVA POVRŠINSKIH PROTEINOV BIOFILMSKIH CELIC IN CELIC 
PLANKTOSKE KULTURE POSAMEZNEGA SEVA  
Tako smo za vsak sev posebej primerjali proteinske profile celic biofilma s proteinskim 
profilom planktonskih celic. Pri sevu L. monocytogenes ŽM 601 smo detektirali 7 proteinov 
(Slika 7), ki so ustrezali kriterijem (razmerje normaliziranih volumnov večje od 1,8 in 
statistično značilno (p ˂ 0,05; t-test)). Od tega so bili 3 proteini, ki so imeli znižano raven in 
4 proteini, ki so imeli povišano raven. Pri sevu L. monocytogenes ŽM 603 smo zaznali 15 
proteinov, ki so imeli povišano raven (Slika 8). Pri sevu L. monocytogenes ŽM 600 pa je 
bilo od 8 diferencialno izraženih proteinov 5 proteinov, ki so imeli povišano raven in 3 
proteinov, ki so imeli znižano raven (Slika 9). Iz teh rezultatov vidimo, da se profil 
površinskih proteinov celic v biofilmu razlikuje od profila celic v planktonski kulturi. S tem, 
pa smo potrdili hipotezo 1, ki pravi, da je proteinski profil celic bakterij vrste 
L. monocytogenes v biofilmu različen od proteinskega profila celic v planktonski kulturi.  
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Slika 7: Profil površinskih proteinov biofilmskih celic seva L. monocytogenes ŽM 601. 
Legenda: 1 - 8: 2-D lise diferencialno izraženih in identificiranih proteinov (preglednica 3). 
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Slika 8: Profil površinskih proteinov biofilmskih celic seva L. monocytogenes ŽM 603.  
Legenda: 9 - 23: 2-D lise diferencialno izraženih in identificiranih proteinov (preglednica 3). 
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Slika 9: Profil površinskih proteinov biofilmskih celic seva L. monocytogenes ŽM 600.  
Legenda: 25 - 33: 2-D lise diferencialno izraženih in identificiranih proteinov (preglednica 3). 
4.6 IDENTIFIKACIJ DIFERENCIALNO IZRAŽENIH POVRŠINSKIH PROTEINOV 
BIOFILMSKIH CELIC POSAMEZNEGA SEVA  
Diferencialno izraženi proteini so bili nato identificirani z masno spektrometrijo. Opazili 
smo, da so bili v različnih 2-D lisah identificirani isti proteini. Lise, ki so v liniji označene z 
rdečim krogcem (Slika 8) predstavljajo isti protein, in sicer alkohol acetaldehid 
dehidrogenaza. Prav tako lisi 22 in 23 (Slika 3) predstavljata isti protein, in sicer 
fosfoglicerat mutaza. Podobno so opazili tudi drugi avtorji. Dumas in sod. (2008) so 
pokazali, da sta bila proteina PIcB in InIC pri bakterijah vrste L. monocytogenes prisotna v 
različnih lisah (PlcB v petih; InlC v štirih) z različnimi izolektričnimi točkami ter molekulsko 
maso. Razlog za ta pojav je lahko v posttranslacijski modifikaciji proteinov. Trost in sod. 
(2005) so analizirali ekstracelularne in intracelularne proteine pri bakterijah rodu Listeria in 
objavili, da je 58 proteinov pripadalo 120 lisam. Kot glavni vir izoformnih proteinov so 
navedli:  
 različne spojene oblike istega gena  
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 skrajšave N in C koncev  
 ko- in post-translacijske modifikacije (tudi tiste, ki vplivajo na naboj proteinov, kot 
so fosforilacija, deamidacija, glikozilacija in acetilacija N konca)  
 endogena degradacija proteina in  
 oligomerizacija (Lourenço in sod., 2013).  
Številni proteini, ki so imeli povišano raven v biofilmih v primerjavi s planktonsko kulturo 
sodelujejo v celičnem metabolizmu. Sem spadajo glikolitčni encimi (fosfoglicerat mutaza, 
piruvat dehidrogenaza, triozafosfat izomeraza, fruktoza-1,6-bifosfat aldolaza, glicerol-3-
fosfat dehidrogenaza, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, piruvat kinaza), proteini, ki 
sodelujejo pri metabolizmu kofaktorjev in vitaminov ((ang. pyridoxine biosynthesis protein, 
pyridoxal biosynthesis lyase) in glutamin amidotransferaza), pri biosintezi maščobnih kislin 
(acetil-CoA karboksilaza biotin karboksilaza podenota, beta-ketoacil-acil prenašalni protein 
sintaza), pri metabolizmu aminokislin in sladkorjev (L-laktat dehidrogenaza, acetat kinaza) 
in proteina, ki sodelujeta pri tvorbi energije (ATP sintaza podenota alfa 2 in ATP sintaza 
podenota beta). Med proteine s povišano ravnjo je spadal tudi transportni protein ABC 
transporter ATP-vezavni protein, stresni protein (60 kDa šaperon), protein odgovoren za 
produkcijo antibiotika (ang. antibiotic biosynthesis monooxygenase) in pa protein 
odgovoren za gibljivost (flagelin). Pod proteine, ki imajo znižano raven smo odkrili 
glikolitična encima (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza in enolaza), protein, ki sodeluje 
pri tvorbi etanola (aldehid-alkohol dehidrogenaza), protein ki sodeluje pri metabolizmu 
aminokislin (sukcinat-semialdehid dehidrogenaza) in transportu (fosfoenolpiruvat 
fosfotransferaza). 
Preglednica 3: Seznam identificiranih diferencialno izraženih površinskih proteinov celic biofilma sevov L. 














1 - AdhE Metabolizem -2,353 0,003540 
3 - SSADH Metabolizem -2,471 0,024848 
4 + KAS 
II/FabH 
Metabolizem 2,378 0,053402 
5 + PdhA Metabolizem 2,335 0,021316 
6 - GAPDH Metabolizem, 
biosinteza 
-3,695 0,048444 
7 + PdxT Metabolizem 3,815 0,031233 
8 + ABC 
transporter 
















9 + ACC 
karboksilaza 
biotin 
Metabolizem 2,048 0,046645 
10 + AtpA2  Energijski 
metabolizem 
2,543 0,046450 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam identificiranih diferencialno izraženih površinskih proteinov celic 























12 + KAS 
II/FabH 
Biosinteza 2,077 0,037237 








15 + PdhA Metabolizem 2,846 0,036126 
16 + L-ldh 1 Metabolizem 2,609 0,026641 
17 + PdxS Metabolizem 4,201 0,010739 
18 + PdxS Metabolizem 4,469 0,005099 
19 + FbaA Metabolizem 4,625 0,002752 





21 + Tim 1 Metabolizem 2,439 0,025737 





















25 - AdhE Metabolizem -2,69 0,003833 
26 - PtsI Transport -2,365 0,018731 
28 + GPDH Metabolizem 3,418 0,015752 






30 + PdhA Metabolizem 2,049 0,001850 
31 + PdxT Metabolizem 3,927 0,014997 
32 + ABM Metabolizem 3,94 0,023963 
33 + ABC 
transporter 
Transport 2,445 0,000750 
a Zvišanje (+) oz. znižanje (-) ravni izražanja proteinov celic biofilma glede na planktonske celic 
b Razmerje vrednosti normaliziranih volumnov proteinov celic biofilma glede na planktonske celice 
c Studentov t-test  
Med identificiranimi proteini so tudi proteini, ki spadajo med proteine z več funkcijami (ang. 
moonligh proteins, MLP). V skupino MLP so uvrščeni glikolitični encimi, encimi, ki 
sodelujejo v drugih metabolnih poteh in šaperoni. Številni med njimi imajo virulenčno vlogo 
pri bakterijah. Pri bakterijah sta najbolj pogosti virulenčni funkciji MLP adhezija in 
sprememba delovanja levkocitov (Henderson in Martin, 2011). Ugotovljeno je bilo, da so se 
številni MLP sposobni vezati na komponente epitelija, kot je denimo mukus in na 
zunajcelične komponente ali pa omogočajo direktno vezavo na epitelijske celice. Glikolitični 
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encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) je eden od najbolj znanih proteinov s 
sposobnostjo vezave (Wang in sod., 2014). Številne študije so pokazale, da se protein lahko 
veže na fibronektin, lizocim, na citoskeletna proteina miozin in aktin (Pancholi in Fischetti, 
1992; Winram in Lottenberg, 1996; D'Costa in Boyle, 2000; Jin in sod., 2005). Pokazali so, 
da se je prav tako enolaza, izolirana iz bakterij vrste Staphylococcus aureus, zmožna vezati 
na laminin in kolagen, vendar ne na fibronektin in kolagen IV (Antikainen in sod., 2007). 
Drugi primeri MLP so fruktoza-1,6-bifosfat aldolaza pri bakterijah vrste Streptococcus 
pneumoniae, ki se veže na kadherin receptor (Blau in sod., 2007), vezava fosfoglicerat 
kinaze na aktin (Burnham in sod., 2005), elongacijski faktor TU in E1 b podenota piruvat 
dehidrogenaza, ki ju je moč najti pri bakterijah vrste Mycobacterium pneumoniae (Dallo in 
sod., 2002). S tem, ko se MLP vežejo na komponente gostitelja, pripomorejo patogenu k 
njegovi kolonizaciji ter naknadni invaziji. Prav tako imajo MLP podobno vlogo pri 
komenzalnih bakterijah, kjer pripomorejo k direktni adheziji na epitelijske celice (Wang in 
sod., 2014). Tako GAPDH pri bakterijah vrste Lactobacillus plantarum pripomore k vezavi 
na mucin in fibronektin (Kinoshita in sod., 2008). Podobno kot pri bakterijah vrste S. aureus, 
enolaze najdene pri bakterijah vrste Lactobacillus crispatus, omogočajo vezavo na laminin 
in kolagen I. Ni pa možna vezava na fibronektin in kolagen IV (Antikainen in sod., 2007). 
Na površini celic bakterij vrste L. monocytogenes lahko najdemo enolazo, DnaK, EF-Tu in 
GAPDH, ki se vežejo na plasminogen pri človeku (Schaumburg in sod., 2004). Jagadeesan 
in sod. (2010) so pokazali, da se Listeria adhezivni protein (ang. Listeria adhesion protein, 
LAP) oz. alkohol acetaldehid dehidrogenaza veže na Hsp60 ter tako pripomore pri adheziji 
in kolonizaciji bakterij vrste L. monocytogenes. Mendonça in sod. (2016) so prvi detektirali 
fruktoza-1,6-bifosfat aldolazo kot površinski protein pri bakterijah vrste L. monocytogenes, 
vendar v svoji študiji niso dokazali vlogo encima pri adheziji, čeprav je pri drugih 
organizmih vključen pri adheziji.  
Rezultati naše raziskave nakazujejo možnost, da MLP pripomorejo k adheziji bakterij vrste 
L. monocytogenes na abiotske površine in posledično k tvorbi biofilma. Pri sevu L. 
monocytogenes ŽM 603 smo detektirali 6 MLP, ki so imeli povišano raven: 60 kDa 
šaperonin, piruvat dehidrogenaza, L-laktat dehidrogenaza, fosfoglicerat mutaza, triozafosfat 
izomeraza in fruktoza-1,6-bisfosfat aldolaza. Pri sevu L. monocytogenes ŽM 601 so 3 MLP 
imeli povišano raven (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, alkohol acetaldehid 
dehidrogenaza in piruvat dehidrogenaza). Pri sevu L. monocytogenes ŽM 600 pa smo 
identificirali 3 proteine iz skupine MLP. Od tega sta dva bila proteina, ki sta imela znižano 
raven, in sicer: enolaza in alkohol acetaldehid dehidrogenaza, medtem ko je piruvat 
dehidrogenaza imela povišano raven. Kljub temu, da je sev L. monocytogenes ŽM 600 imel 
dva MLP, ki sta imela znižano raven so vsi sevi tvorili biofilme. Opazili smo, da je protein 
piruvat dehidrogenaza prisoten pri vseh sevih in je prav tako imel povišano raven v vseh 
primerih. Vendar iz teh rezultatov ne moremo direktno sklepati, da je ta protein odgovoren 
za pritrditev bakterij na abiotske površine. Da bi lahko določili, ali piruvat dehidrogenaza 
pripomore k adheziji na abiotske površine, bi bilo potrebno narediti mutacijo, s katero bi 
izločili protein. Vendar, ker ta protein igra pomembno vlogo v celicah, je nemogoče ustvariti 
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tako mutanto. Potrebno bi bilo izvesti podobno študijo, kot so jo naredil Boël in sod. (2005). 
V študiji so ustvarili mutanto, ki je izražala GAPDH s C terminalnim koncem, ki je vseboval 
12 hidrofobnih aminokislin. S tem so preprečili izločanje proteina, istočasno pa je encim 
nemoteno deloval. GAPDH mutanta se je tako izrazito manj vezala na človeški plasminogen 
in prav tako izgubila antifagocitno aktivnost.  
4.7 VLOGA FLAGELA PRI ADHEZIJI BAKTERIJ VRSTE L. monocytogenes NA 
ABIOTSKE POVRŠINE  
Med proteini, ki bi naj tudi vplival na adhezijo, je flagel. V študiji, ki so jo izvedli Trémoulet 
in sod. (2002) so objavili, da je le protein flagelin imel znižano raven kot posledica rasti v 
biofilmu, medtem, ko so Hefford in sod. (2005) detektirali velike količine flagelina pri 
celicah biofilma. V naši študiji smo detektirali protein flagelin v večjih količinah pri sevu L. 
monocytogenes ŽM 603. Kljub okvarjenemu bičku je sev L. monocytogenes ŽM 603 tvoril 
biofilm. Tudi sev L. monocytogenes ŽM 600, ki ni imel bička, je tvoril biofilm. Iz danih 
rezultatov lahko posredno sklepamo, da flagel ne sodeluje pri tvorbi biofilmov. S tem smo 
zavrgli hipotezo 3, ki pravi, da v primeru odsotnosti ali okvare flagela ne bo prišlo do 
adhezije bakterij vrste L. monocytogenes na abiotske površine. Da bi lahko z večjo 
zagotovostjo trdili, da flagel ne sodeluje pri adheziji in posledično pri tvorbi biofilma, bi 
morali spremljati adhezijo bakterij vrste  L. monocytogenes v časovnih intervalih. Strukturo 
nastalih biofilmov, pa bi bilo potrebno potrditi z drugimi metodološkimi pristopi (npr. 
elektronska mikroskopija). Prav tako so Jaglic in sod. (2014) pokazali, da flagel naj ne bi 
deloval kot adhezin temveč je njegova vloga pri adheziji in tvorbi biofilma gibljivost, saj 
verjetno tako omogoča kontakt s površino in premaganje odbijajočih elektrostatskih sil. 
Na pritrditev celic na abiotske površine ne sodelujejo le ključni proteini, temveč lahko na 
adhezijo, in posledično tudi tvorbo biofilma, vpliva tudi sistematična modifikacija celične 
površine. Dober primer take modifikacije je D-alanilacija teihoične kisline, ki s tem 
spremeni lastnosti celične površine, da postane bolj hidrofobna (Kristian in sod., 2005).  
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5 SKLEPI 
V sklopu raziskave smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Pri primerjavi profilov površinskih proteinov med sevi v planktonski kulturi je bilo 
moč zaznati le manjše razlike, nekoliko večje so bile v biofilmu v primeru seva L. 
monocytogenes ŽM 603.  
 Profil površinskih proteinov celic v biofilmu se razlikuje od profila celic v 
planktonski kulturi v vseh treh sevih. Med diferencialno izraženimi proteini so tudi 
proteini z več različnimi funkcijami (ang. moonlight proteins, MLP).  
 Izmed vseh treh sevov je bilo največ povečano izraženih MLP v biofilmu pri sevu z 
okvarjenim bičkom (sev L. monocytogenes ŽM 603). 
 V vseh treh sevih je bila v biofilmski kulturi povišana raven encima piruvat 
dehidrogenaza, ki kot MLP verjetno sodeluje pri adheziji in posledično tvorbi 
biofilma. 
 Sev L. monocytogenes ŽM 603 in sev L. monocytogenes ŽM 600 sta kljub okvari in 
odsotnosti bička tvorila biofilme, kar posredno nakazuje, da flagel direktno ne 
prispeva k adheziji in posledično tvorbi biofilma.  
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6 POVZETEK 
Bakterije vrste L. monocytogenes je mogoče najti v naravi, živalih in posledično, v obratih 
predelave živil, kjer se lahko pritrdijo na različne abiotske površine in tako tvorijo biofilme. 
Ti omogočajo bakterijam zaščito pred zunanjimi dejavniki in dezinfekcijskim sredstvom ter 
predstavljajo vir kontaminacije živil. Na pritrditev celic na abiotske površine vplivajo 
različni fizikalno kemijski dejavniki ter vrsta in prisotnost različnih mikrorganizmov. K 
začetni pritrditvi bakterij vrste L. monocytogenes na različne površine pripomorejo tudi 
površinski proteini, kot sta InlA in BapL, medtem ko vloga flagela pri pritrditvi ni jasno 
določena. Pri nekaterih patogenih bakterijah so nedavne študije odkrile proteine z več 
različnimi funkcijami (ang. moonlight proteins, MLP), ki imajo lahko tudi vlogo pri adheziji.  
Tako smo v magistrski nalogi smo primerjali proteinski profil površinskih proteinov celic 
različnih sevov bakterij vrste Listeria monocytogenes v planktonski kulturi in biofilmu ter 
ugotovili vlogo flagela pri adheziji bakterij vrste L. monocytogenes na abiotske površine.  
Uporabili smo tri seve, in sicer: sev L. monocytogenes ŽM 601 kot divji tip (serotip 1/2a), ki 
je služil kot referenčni sev in dve mutanti: sev L. monocytogenes ŽM 600 - brez bička, sev 
L. monocytogenes ŽM 603 – okvara bička. Biofilme smo gojili različno dolgo (1 – 8 dni) v 
petrijevih ploščah pri 25 °C. Z izbrano temperaturo smo želeli omogočiti tvorbo bička. 
Izkazalo se je, da 48 h predstavlja ustrezen čas za tvorbo zadostne količine zrelega biofilma 
za proteomsko analizo. Planktonske celice smo gojili v epruvetah pri 160 obr./min in tako 
preprečili usedanje in tvorbo biofilma. Za pridobitev površinskih proteinov smo pridobljeno 
bakterijsko biomaso tretirali z GHCl, kar se je v številnih študijah izkazala kot uspešna 
metoda za izolacijo površinskih proteinov. Koncentracijo proteinov smo določili z metodo 
po Bradfordu in nato proteine očistili ostalih komponent z uporabo komercialnega kompleta. 
V nadaljevanju smo proteine ločili z 2-D PAGE. V prvi dimenziji smo ločili proteine na 
podlagi izoelektrične točke (IEF), medtem, ko smo v drugi dimenziji ločili proteine na 
podlagi molekulske mase (SDS-PAGE). Po končani elektroforezi smo gele barvali z 
barvilom Sypro Ruby in jih nato analizirali z računalniškim programom. Pri primerjavi 
profilov površinskih proteinov različnih sevov znotraj biofilma oz. planktonske kulture smo 
kot referenčni gel uporabili L. monocytogenes ŽM 601. Pri primerjavi proteinskih profilov 
planktonskih celic in celic biofilma za posamezni sev pa smo kot referenčni gel izbrali celice 
planktonske kulture. Diferencialno izražene proteine smo izrezali iz gelov in jih poslali na 
identifikacijo z masno spektrometrijo.  
Pri primerjavi profilov površinskih proteinov različnih sevov v primeru planktonske kulture 
ni prišlo do znatnih razlik, nekoliko večje so bile v biofilmu v primeru seva L. 
monocytogenes ŽM 603.Večjo razliko smo opazili, ko smo primerjali profile površinskih 
proteinov celic biofilmov s celicami planktonske kulture pri posameznih sevih. Opazili smo 
tudi, da so bili v različnih 2-D lisah identificirani isti proteini. Razlog za ta pojav je lahko v 
posttranslacijski modifikaciji proteinov, ki imajo različne izolektrične točke ter molekulsko 
maso. Proteini, ki so imeli povišano raven v biofilmih v primerjavi s planktonsko kulturo 
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sodelujejo v celičnem metabolizmu (glikolitčni encimi, proteini, ki sodelujejo pri 
metabolizmu kofaktorjev in vitaminov, proteini, ki sodelujejo pri biosintezi maščobnih kislin 
in proteina, ki sodelujeta pri tvorbi energije). Med proteine s povišano ravnijo izražanja je 
spadal tudi transportni protein, stresni protein, protein odgovoren za produkcijo antibiotika 
in pa flagelin. V skupino proteinov z znižano ravnijo izražanja spadajo: glikolitična encima, 
protein aldehid-alkohol dehidrogenaza, protein, ki sodeluje pri metabolizmu aminokislin in 
protein, ki sodeluje pri transportu. Nekateri identificirani proteini spadajo med MLP, ki jih 
lahko najdemo na površini celic. Sem sodijo glikolitični encimi, encimi, ki sodelujejo v 
drugih metabolnih poteh in šaperoni. Ti proteini namreč opravljajo več različnih neodvisnih 
vlog, med drugimi tudi vlogo adhezije. Pri sevu L. monocytogenes ŽM 603 smo odkrili 6 
MLP z zvišano ravnijo izražanja, pri sevu L. monocytogenes ŽM 601 3. Pri L. 
monocytogenes ŽM 600 so 3 proteini spadali med MLP, od katerih smo pri dveh opazili 
znižano raven izražanja, a je sev kljub temu tvoril biofilm. Pri vseh treh sevih je bil s 
povišano ravnijo izražanja detektiran protein piruvat dehidrogenaza, ki sodi med MLP in bi 
lahko prispeval k adheziji bakterij vrste L. monocytogenes na abiotsko površino, vendar so 
potrebne še nadaljnje raziskave, da bi to dokončno potrdili.  
Pokazali smo tudi, da odsotnost in okvara flagela ne igra neposredne vloge pri pritrditvi 
bakterij na abiotske površine ter posledično pri tvorbi biofilma, saj so vsi sevi po 48-h 
inkubaciji tvorili biofilme. 
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PRILOGA 
Priloga A: Seznam izraženih površinskih proteinov planktonskih celic sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
3 3 1 6 -1,45 0,363824 7 1,713 0,288213 
5 5 1 7 -1,562 0,0136 10 -1,288 0,019105 
6 7 1 8 -2,38 0,005746 9 -1,152 0,221602 
12 11 1    23 -1,409 0,230114 
18 19 1 15 -1,406 0,476544 33 1,021 0,965169 
20 20 1 23 -1,286 0,532074    
33 31 1 31 -2,511 0,022275 49 -1,168 0,64183 
37 37 1 44 1,368 0,178966 56 1,754 0,045316 
39 38 1 42 1,23 0,401693 62 2,045 0,010462 
41 40 1 46 -1,21 0,306385 66 1,293 0,01503 
42 44 1    58 1,288 0,209325 
43 46 1    53 3,904 0,053993 
44 42 1 47 1,295 0,066032 68 1,001 0,860973 
52 52 1    72 4,043 0,001773 
53 53 1 52 -1,575 0,250156 76 -2,558 0,009023 
62 62 1 63 -1,982 0,013376 90 -2,134 0,03141 
72 71 1    93 1,724 0,139308 
77 77 1 73 -1,139 0,181415 103 -1,069 0,617488 
                                                                                                            Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje priloge A: Seznam izraženih površinskih proteinov planktonskih celic sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
99 100 1 90 -1,442 0,113877 122 -1,186 0,103958 
111 109 1 108 -1,162 0,43902 169 -9,156 0,000638 
115 15 1 111 1,36 0,24339 184 3,372 0,023371 
119 119 1 117 -1,14 0,478042 177 -1,562 0,172754 
120 121 1 118 -1,23 0,146115 176 -1,146 0,289483 
121 122 1    172 1,282 0,081596 
123 120 1 120 -1,404 0,176424 182 1,167 0,301826 
125 126 1 123 -1,005 0,9669 187 -5,927 0,002013 
126 125 1 121 -1,016 0,944314 185 -1,254 0,526871 
127 127 1    183 1,889 0,009022 
129 128 1       
130 130 1    204 5,359 0,037419 
141 141 1 137 1,022 0,914659 217 5,827 0,002295 
142 142 1 139 -1,039 0,65358 234 -1,937 0,038341 
146 148 1 146 1,201 0,281972 215 1,988 0,109118 
147 146 1 140 -1,057 0,561237 213 -5,498 0,028337 
149 150 1 143 -1,034 0,539412 210 1,412 0,046309 
153 154 1 151 -1,227 0,624829 235 1,222 0,560262 
156 156 1 150 1,099 0,776044 214 4,922 0 
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Nadaljevanje priloge A: Seznam izraženih površinskih proteinov planktonskih celic sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
162 163 1 165 1,287 0,179061 254 -10,58 0,012581 
170 171 1    226 -2,059 0,031449 
172 174 1 171 1,19 0,494315 248 -35,29 0,00062 
173 172 1       
187 187 1 183 -1,149 0,180012 251 1,846 0,006084 
188 191 1 182 -1,423 0,207064 252 -1,054 0,771421 
195 195 1 187 -1,274 0,528617    
201 201 1 200 -1,4 0,279624 284 -3,819 0,024799 
207 207 1 207 3,218 0,10375 301 6,817 0,012656 
218 218 1    302 1,493 0,497264 
245 245 1    338 2,685 0,027265 
254 255 1    346 3,338 0,0333 
261 261 1 241 1,136 0,033203 359 -1,467 0,013734 
282 282 1 269 -1,172 0,393707 393 1,091 0,372227 
292 290 1 271 -2,083 0,024347 401 -1,447 0,290612 
296 300 1 281 -1,661 0,436044 407 -1,262 0,456424 
300 298 1 288 1,239 0,677934 411 -1,248 0,183144 
306 306 1    416 -1,856 0,109582 
313 313 1 294 2,011 0,027137 426 4,696 0,020668 
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Nadaljevanje priloge A: Seznam izraženih površinskih proteinov planktonskih celic sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
325 325 1 301 1,089 0,556826 440 -1,819 0,093536 
326 327 1    443 2,083 0,004925 
340 340 1 315 -1,031 0,533622 465 1,279 0,048801 
a Razmerje vrednosti normaliziranih volumnov proteinov celic planktonske kulture seva ŽM 603 in ŽM 600 glede na celice 
planktonske kulture referenčnega seva ŽM 601 
b Studentov t-test 
Rumeno označena polja - diferencialno izraženi proteini 
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Priloga B: Seznam izraženih površinskih proteinov celic biofilma sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
9 11 1 8 1,527 0,010361 5 -1,493 0,034637 
10 9 1 7 4,357 0,024356 4 -1,454 0,206451 
11 10 1 9 1,622 0,455533    
26 26 1 13 1,175 0,958722 22 1,159 0,551082 
27 27 1 21 1,06 0,952244 28 -2,559 0,021441 
29 30 1 20 1,666 0,311955 30 1,553 0,094715 
31 31 1 35 -1,704 0,008828 38 1,643 0,126472 
32 33 1 34 2,007 0,040681 37 1,203 0,336587 
34 32 1 41 5,837 0,047381 43 2,432 0,186493 
36 38 1 33 1,986 0,242787 42 1,424 0,27729 
46 46 1 50 2,436 0,029078 58 1,924 0,249176 
47 47 1 47 1,189 0,52811 52 -1,082 0,646726 
50 50 1 51 2,389 0,049972 60 1,218 0,213863 
51 51 1 52 2,491 0,070049 61 1,103 0,267 
56 57 1 67 -3,81 0,000646 68 -1,698 0,31007 
74 75 1 86 4,39 0,024159 97 1,804 0,210498 
75 74 1 82 1,358 0,213891 98 1,644 0,240297 
77 77 1 87 2,992 0,018817    
78 79 1 90 1,603 0,122857 99 -1,366 0,040745 
                                                                                                                                     Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje priloge B: Seznam izraženih površinskih proteinov celic biofilma sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
94 94 1 110 -2,847 0,011664 123 -2,03 0,206851 
95 95 1       
96 96 1    126 -1,307 0,018037 
103 104 1 116 2,07 0,158483 130 1,17 0,153613 
104 102 1 115 1,133 0,231077 128 -1,446 0,230179 
108 108 1 122 2,072 0,013225    
114 112 1 128 1,67 0,021762 150 1,3999 0,36139 
115 115 1 130 5,676 0,00319 153 1,815 0,738328 
130 130 1 147 1,183 0,187462 180 -1,058 0,774984 
132 138 1 164 -1,174 0,650294 174 2,323 0,291211 
133 132 1 150 4,917 0,003659    
135 137 1    176 1,124 0,883246 
136 135 1 155 4,668 0,01724    
151 151 1 167 3,442 0,052894 199 4,33 0,104234 
157 157 1 177 3,044 0,008505 196 1,143 0,713286 
161 162 1 176 1,103 0,326638 193 -1,066 0,581887 
165 165 1 181 1,865 0,0074    
168 170 1 185 2,202 0,04335 205 1,887 0,151058 
170 169 0       
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Nadaljevanje priloge B: Seznam izraženih površinskih proteinov celic biofilma sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
177 178 1 192 1,898 0,036566 212 1,249 0,184334 
188 188 1 206 1,255 0,277807 223 1,388 0,167445 
190 191 1 203 -2,07 0,007743 222 -1,842 0,009598 
192 192 1 213 -1,893 0,021561 227 1,042 0,831399 
195 196 1       
200 200 1       
201 201 1 214 1,324 0,225897 235 -1,044 0,875596 
204 204 1 220 2,292 0,018199 237 -1,724 0,439389 
206 207 1 225 -1,146 0,60722 248 -5,908 0,020375 
208 208 1 234 3,191 0,035493 242 -1,47 0,004211 
210 209 1 235 2,651 0,028645 244 -1,105 0,61005 
211 216 1    252 -14,863 0,005304 
212 213 1 227 1,158 0,492995 247 -2,204 0,134507 
213 210 1 230 3,702 0,021731 250 -1,667 0,326075 
215 215 1 226 2,665 0,019361 246 -1,741 0,217612 
216 217 1 232 1,047 0,842939 257 -50,777 0,005655 
219 219 1    253 -7,978 0,018275 
222 222 1 247 -1,127 0,253589 265 -1,461 0,040664 
223 223 1 257 1,056 0,749164 267 1,965 0,029128 
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Nadaljevanje priloge B: Seznam izraženih površinskih proteinov celic biofilma sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
229 229 1 248 -1,228 0,365382 274 -1,273 0,423442 
231 231 1 260 2,212 0,024199    
234 234 1 256 -2,3 0,026911 278 -1,061 0,745244 
245 246 1 266 2,288 0,012648 295 1,202 0,274544 
246 244 1    286 1,512 0,040737 
249 249 1 269 1,15 0,467812 301 -1,765 0,08385 
267 267 1 290 2,077 0,021903    
279 278 1 310 -3,826 0,027153 344 -1,57 0,048042 
281 281 1 300 2,907 0,010084 335 2,463 0,067276 
308 308 1    364 -2,029 0,168571 
312 312 1 323 -2,475 0,041264 368 -1,268 0,228843 
314 314 1 327 3,936 0,013158 370 2,592 0,404087 
318 318 1 324 -1,541 0,017493 374 1,871 0,012918 
326 326 1 337 -1,112 0,669453 389 1,691 0,055073 
331 331 1 339 -4,063 0,03712 394 -1,617 0,368234 
345 343 1 351 2,8 0,018935    
362 363 1    432 1,155 0,441802 
364 364 1    430 1,348 0,037219 
366 367 1 367 -1,894 0,290729 433 -1,138 0,250203 
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Nadaljevanje priloge B: Seznam izraženih površinskih proteinov celic biofilma sevov L.monocytogenes ŽM 601, 603 in 600. 







Ra Pb ŠTEVILKA 
LISE 
Ra Pb 
370 370 1 372 -5,508 0,036654    
373 373 1 373 -1,341 0,299774 456 1,285 0,084846 
376 376 1 375 1,757 0,003852 453 3,21 0,064264 
389 389 1    468 5,666 0,02291 
391 392 1 391 3,915 0,015031 469 9,813 0,017827 
392 391 1 385 2,474 0,017538    
411 416 1 400 1,044 0,839773 521 -1,233 0,322227 
a Razmerje vrednosti normaliziranih volumnov proteinov celic biofilma seva ŽM 603 in ŽM 600 glede na celice biofilma referenčnega 
seva ŽM 601 
b Studentov t-test 
Rumeno označena polja - diferencialno izraženi proteini 
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Priloga C: Profil površinskih proteinov celic planktonske kulture seva L. monocytogenes ŽM 601. 
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Priloga D: Profil površinskih proteinov celic planktonske kulture seva L. monocytogenes ŽM 603. 
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Priloga E: Profil površinskih proteinov celic planktonske kulture seva L. monocytogenes ŽM 600. 
